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par le Professeur Lion BINET et M"e Micntte LEBLANC. 


Depuis quelques années, notre laboratoire s’est attaché a 
Vétude de Vintoxication par les champignons, étude biologique, 
expérimentale et thérapeutique. Avec l’assistance du D" J. Marek, 
Yun de nous a décrit, en 1936, devant Académie des Sciences, 
au cours de |’intoxication phalloidienne, Vexistence d’une hypo- 
elycémie s’accompagnant d'une légére chute du taux du sucre 
protéidique, d’une élévation de lacide lactique et de Vindice 
chromique résiduel dans le sang; Vimportance de cette hypo- 
elycém:e a été confirmée, en 1944, a la suite d’expériences pour- 
suivies avec R. Fabre et M"® M. Marquis. Dés 1936, nous avons 
déduit de nos recherches biochimiques |’indication d’une_ théra- 
peutique sucrée qui a donné des résultats probants. L’intérét du 
probléme nous a semblé assez grand pour reprendre sur une 
échelle plus étendue des études biochimiques sur des animaux 
intoxiqués ; ce sont ces études qui feront lVobjet du présent 
travail. 

Nous avons expérimenté sur le lapin, animal sens:ble au 
poison phalloidien méme administré par voie buccale. Le choix 
du lapin présente de nombreux avantages : les uns sont d’ordre 
théorique, nos expériences deviennent comparables a celles des 


(1) Nous tenons a remercier le professeur R. Combes et le professeur 
R. Heim qui ont bien voulu nous confier de nombreux spécimens 
d’Amanite phalloide et & souligner ]’intérét de Vouvrage de R. Dujarric 
de la Riviére sur le poison des Amanites mortelles. 
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expérimentateurs antérieurs qui presque tous ont utilisé cet 
animal ; les autres sont d’ordre pratique, le lapin est un animal 
de manipulation facile, les phénomeénes gastro-intestinaux sont 
nuls ; il est en outre possible de suivre jour aprés jour l’intoxi- 
cation, car la quantilé de sang prélevée quolidiennement a la 
veine marginale de Voreille permet d’effectuer une série de 
dosages impossibles a réaliser avec le rat ou la souris. 

Nous avons utilisé une alcoolature du champignon toxique 
préparée en prenant le champignon dans son ensemble, a savoir : 
pieds et chapeaux ; des champignons entiers ont été lavés, essuyés 
au papier filtre, coupés en morceaux et mis a macérer, pendant 
un mois, dans un poids égal d’alcool a 95°; le mélange agité, 
exprimé et filtré a été conservé a la température du laboratoire. 

Nous avons adopté, pour l’administration de l’alcoolature, la 
voie sous-cutanée : des quantités déterminées de poison (dilué 
au moment de l’emploi 4 volume convenable avec de l’eau distillée 
stérilisée) ont été injectées sous la peau du dos, préalablement 
rasée, puis nettoyée a Valcool. 

Le sang destiné aux examens a été recueilli goutte 4 goutte par 
piqare de la veine marginale de l’oreille du lapin. Chaque prise 
de sang était d’environ 20 cm‘. 


a 
x * 


Nous avons étudié, chez lanimal injecté, les incidences 
possibles sur le métabolisme des glucides par le dosage de la 
glycémie, de l’indice chromique résiduel et du glycogéne hépa- 
tique et musculaire ; sur le métabolisme azoté par le dosage de 
Purée sanguine et du glutathion (sang et tissus) ; sur le métabo- 
lisme des lipides par le dosage du cholestérol sanguin; sur Je 
métabolisme minéral par le dosage du chlore plasmatique et 
globulaire ; et enfin sur la réserve du sang en bicarbonates par le 
dosage de la réserve alcaline. 

‘Les techniques chimiques employées pour les différents dosages 
effectués ont été, pour la glycémie, la microméthode au ferri- 
cyanure de Hagedorn et Jensen ; pour l’indice chromique résiduel, 
la méthode de Polonovski et Warembourg ; pour le glycogéne, 
la méthode de Pfluger modifiée ; le dosage de l’urée a été effectué 
par la méthode d’Allen et Luck, mise au point par Cuny et 
Robert ; la réserve alcaline a été déterminée suivant la méthode 
de Van Slyke ; la mesure du pH a été réalisée au moyen d’un 
potentiométre a électrode de verre; le taux du chlore sanguin 
a 66 déterminé par la méthode de Laudat adaptée par Lévy, les 
résultats ont été exprimés en chlore p. 1000;:le cholestérol 
total a été dosé par la méthode de Grigaut ; le dosage du gluta- 
thion a été effectué par la méthode de Binet et Wellers, basée 
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sur la précipitation élective du glutathion par le lactate de 
cadmium. 


* 
xk * 


Nos recherches ont porté sur l’examen  systémalique de 
31 lapins, dont 2 témoins, et de 8 lapins spécialement réservés 
pour l'étude de la glycémie avant et aprés |’intoxication phal- 
loidienne (soit un ensemble de 39 lapins). Ces animaux ont été 
soumis 4 un régime d’alimentation normale : carottes, choux, 
betteraves, graines, foin, suivant la saison; de l’eau a toujours 
été mise a leur disposition. 

Le but de nos recherches étant avant tout l'étude du syndrome 
humoral de l’empoisonnement phalloidien, nous avons examiné 
les effets de Valcoolature sur des animaux pour lesquels |’injec- 
tion de toxine n’a pas entrainé la mort et sur d'autres pour 
lesquels la dose inoculée a élé mortelle. Nous avons classé nos 
observations en 8 groupes correspondant respectivement a la 
survie, a une évolution vers la mort lente ou a une évolution 
vers la mort rapide. Nous allons exposer ce que deviennent dans 
ces 3 cas la glycémie, l’indice chromique résiduel, le glycogéne 
hépatique et musculaire, Vurée, la réserve alcaline, le chlore 
plasmatique et globulaire, le cholestérol sanguin et le glutathion 
du sang et des tissus. 

A. — Les 7 lapins, qui ont survécu a V injection d’alcoolature 
d’Amanite phalloide, ont été sacrifiés dix a quarante-huit jours 
aprés l’inoculation, afin de rendre possible l'étude des taux de 
glutathion et de glycogéne aux différentes étapes de l’expéri- 
mentation. 

Nous n’avons pas noté chez ces animaux de chute de glucose 
sanguin. Un fait intéressant a4 signaler est l’installation chez 
4 survivants d’une hyperglycémie passagére (2,68 g, 1,85 g, 
1,54 g, 1,52 g p. 1 000) ; cette élévation de la glycémie est apparue 
tardivement, cing a dix jours aprés ]’inoculation du poison phal- 
loidien. 

L’indice chromique résiduel a subi une augmentation qui, 
comme la glycémie, a été inconstante, tardive et de courte durée. 

Le taux du glycogéne hépatique a diminué chez 2 lapins sur 5, 
celui du glycogéne musculaire chez 4 animaux sur 5. 

Nous avons nolé, dans quelques cas, une faible augmentation 
de l’urée sanguine (0,77 g, 0,70 g, 0,66 g p. 1 000). 

Le chlore sanguin et la réserve alcaline ont subi, dans l’en- 
semble, peu de modifications, tandis que le taux du glutathion 
oxydé des tissus a légérement augmenté. 

Par contre, tous les survivants ont présenté une hypercholes- 
térolémie (2,37 g, 1,60 g, 1,54 g, 1,82 g, 1,19 g, 0,80 g, 0,77 g 
p. 1000) dés le lendemain ou le surlendemain de IJ’injection ; 
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Vaugmentation a été progressive et rapide ; le retour a la nor- 
male, en général assez brusque, s’est produit dix a trente jours 
apres ]’inoculation (nous rappelons que, chez un lapin normal, 
le taux du cholestérol sanguin est en moyenne de 0,40 g p. 1 000, 
ie minimum est de 0,20, le maximum de 0,60). Cette hyper- 
cholestérolémie s’est manifestée avant l’hypercholestérolémie de 
saignée décrite par P. Mauriac et que nous avons vérifiée sur 
2 lapins normaux qui nous ont servi de témoins par rapport aux 
survivants. Ces derniers animaux ont été soumis au méme rég:me 
que les animaux d’expérience. Nous avons adopté le méme mode 
de prélevement de sang, recueilli des quantités égales de sang 
et effectué le méme nombre de prises. L’hypercholestérolémie 
présentée par les animaux témoins a été beaucoup plus lente 4 
se manifester et a atteint un taux moins élevé que dans le cas 
des animaux soumis a l’intoxication phalloidienne. ‘L’hyper- 
cholestérolémie constitue un phénoméne secondaire de |’intoxi- 
cation puisque, d’une part, quelques animaux meurent sans mani- 
fester une augmentation du cholestérol sanguin et que, d’autre 
part, la manifestation de ce phénoméne n’est pas suivie de mort. 

B. —- Tout autre est le syndrome humoral présenté par les 
animaux qui sont morts trois ef quatre jours aprés l injection. 
Ce groupe ne comprend que 2 lapins, malgré tous les efforts tentés 
pour en accroitre Veffectif. 

‘Le taux du glucose sanguin n’a pas semblé considérablement 
perturbé. 

L’indice chromique résiduel a légérement augmenté; il est a 
remarquer que de faibles variations de la glycémie ont été 
accompagnées de faibles variations, mais en sens inverse, de 
Vindice chromique résiduel. 

Les modifications les plus caractéristiques ont été l’augmen- 
lation importante de lurée sanguine (2,58 g, 1,40 g p. 1000), 
augmentation brusque qui s'est manifestée tardivement le jour de 
la mort des animaux. 

Contrairement a Vazotémie, le taux du chlore sanguin s’est 
abaissé progressivement. La baisse du chlore plasmatique a 
atteint 20 p. 100 de la valeur initiale, celle du chlore globulaire 
80 a 385 p. 100. Le rapport érythroplasmatique a done diminueé. 

La réserve alcaline a subi une élévation tardive. 

_Létude du taux du cholestérol montre que Vhypercholestéro- 
lémie est un phénoméne dont lapparition nécessite un temps de 
latence, car les deux lapins morts lentement ont présenté une 
élévation de leur teneur du sang en cholestérol (1,81 ¢, 1,30 g 
p. 1000), tandis que cette élévation a été inconstante chez les 
animaux morts rapidement. 

Le oe sanguin, et en particulier le glutathion oxydé, 
a augmente, — 
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Le groupe de la mort lente est done caractérisé par l’azotémie 
progressive et intense avec chute du chlore sanguin. 

C. — Les animaux qui ont présenté une mort rapide ont sue- 
combé entre vingt-quatre et quarante-huit heures, apres Vinjection 
@alcoolature. Sur 20 lapins, 13 ont présenté une hypoglycémie, 
7 autres sont morts la nuit et nous n’avons pu vérifier leur taux 
de glucose sanguin. La chute de la glycémie a été tardive, surve- 
nant dans les heures qui précédent la mort; elle a 6lé accentuée 
et a abouti a des chiffres de 0,60 a 0,20 g p. 1000. Cette chute 
du taux du glucose sanguin n’est jamais apparue au début de 
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fic. 1. — Variations du taux du glucose sanguin aprés injection d’alcoolature 
d’Amanite phalloide chez un lapin qui évolue rapidement vers la mort. 


intoxication, période pendant laquelle l’animal semblait normal ; 
elle s’est installée brusquement et a précédé Vapparition des 
accidents ; elle n’a jamais été accompagnée de glycosurie. L’hypo- 
glycémie s’est chaque fois manifestée objectivement par des 
convulsions caractéristiques (mouvement de pédale des pattes, 
sursauts brusques, bonds désordonnés) alternant avec un état de 
prostration, d’abattement, chute de la téte, écartement des pattes 
antérieures en croix. 

Chez les 8 lapins examinés du seul point de vue de la glycémie, 
le sang a été prélevé plusieurs fois par jour. Dans plusieurs cas, 
la glycémie, aprés étre tombée a un taux trés faible, a subi une 
légére remontée immédiatement suivie de mort. Les résultats 
montrent que Vhypoglycémie constitue un phénomeéene constant 
dans le cas des lapins morts rapidement (fig. 1). 

L’indice chromique résiduel a augmenté quinze fois sur 20 ; 
chez 5 animaux il a doublé, chez 4 i] a triple. 
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Le glycogéne hépatique de ces lapins a presque completement 
disparu tandis que le glycogéne musculaire a diminué de moitié 
environ, 

Ces modifications biochimiques (hypoglycémie trés accentueée, 
augmentation de l’indice chromique résiduel, épuisement complet 
des réserves de glycogéne hépatique) indiquent clairement un 
trouble profond du métabolisme glucidique que nous attribuons a 
une iatteinte du tissu hépatique par le poison phalloidien. Le 
foie est en effet le centre du métabolisme glucidique ; une grave 
alteinte de cet organe entraine une perturbation de ses différentes 
fonctions parmi lesquelles il convient de donner une place 
prépondérante a la fonction glycogénique. 

Les autres modifications observées dans le cas de la mort 
rapide sont pour la plupart inconstantes, irréguliéres. 

Cing lapins sur 20 ont accusé une hausse importante durée 
sanguine (1,76 g, 1,18 g, 1,03 g, 0,85 g, 0,81 g p. 1000), 3 une 
augmentation plus légére (0,73 g, 0,64 g, 0,61 g p. 1 000). 

Les variations du chlore sanguin ont été faibles, meonstantes, 
et n’ont pas toujours été de méme sens pour le chlore plasmatique 
et le chlore globulaire. Il en est résulté un rapport érythroplas- 
matique trés variable. 

Nous avons noté une acidose chez 10 animaux sur 20 dés !e 
lendemain de l’injection (volumes de CO, p. 100 : 17,6, 15,7, 14,7, 
10,9, 9,9) ; chez les lapins morts en quarante-huit heures et dont 
la réserve a diminué, nous avons enregistré le surlendemain de 
Panjection, jour de leur mort, un retour a la normale de la 
réserve alcaline. L’acidose est par conséquent irréguliére, passa- 
gére, et la mort ne peut lui étre attribuée. 

Quatre lapins sur 20 ont présenté une hypercholestérolémie 
(1,19 g, 0,96 g, 0,94 g, 0,85 g p. 1 000). 

Le taux de la glutathionémie a augmenté dans la moitié des 
cas. Les teneurs du glutathion hépatique et musculaire ont subi 
une chute trés nette (60 p. 100 de la valeur normale) ; le gluta- 
thion dans les tissus rénal et pulmonaire a diminué dans quelques 
cas seulement. Cette baisse notable du taux du glutathion hépa- 
fique provoquée chez le lapin par lintoxication phalloidienne 
révéle un trouble du métabolisme du glutathion, le foie jouant 
un rdle capital dans ce métabolisme, role démontré par ‘L. Binet 
et G. Wellers qui ont mis en évidence l’existence dans le foie 
d'un mécanisme régulateur des besoins immédiats des organes 
en glutathion. Ces mémes auteurs n’ont-ils pas signalé que 
diverses atteintes du foie provoquaient une diminution sensible 
du taux du glutathion hépatique ? 

En résumé, les modifications biochimiques relevées au cours de 
intoxication par l’Amanite phalloide dans le cas de la mort 
rapide révélent un trouble du métabolisme glucidique et un 
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trouble du métabolisme du glutathion que nous attribuons a une 
atteinte importante du tissu hépatique. 


* 
xk *& 


Cette étude du syndrome humoral de l’empoisonnement phal- 
loidien montre l’action nocive exercée par |’Amanite phalloide 
sur le foie. La destruction de la cellule hépatique est accom- 
pagnée de troubles des différents métabolismes dont le plus 
important est celui de la fonction glycogénique du foie. Le 
trouble du métabolisme glucidique qui aboutit & un épuisement 
complet des réserves du glycogéne hépatique se manifeste sur le 
plan biochimrque par une hypoglycémie, phénoméne caractéris- 
tique de Vintoxication. L’hypoglycémie est tardive. La période 
de latence s’expliquerait par le temps nécessaire a la réalisation 
de la destruction de la cellule hépatique. 


* 
x* 


L’importance de ces troubles du métabolisme glucidique dans 
Vintoxication fongique a été 4 Vorigine de la médication correc- 
trice glucosée recommandée dés 1936 par Vun de nous et 
J. Marek. Elle consiste en injection intraveineuse de sérum glu- 
cosé 4 40 p. 1000, faite a la dose de 20 cm* et répétée quatre 
a cing fois dans la journée, la premiére étant pratiquée huit 
a dix heures aprés le début de Jl intoxication. L’ingestion de 
sucre de canne ou de miel est également indiquée dans |’intoxi- 
cation qui nous retient. Les expériences de Pun de nous, avec 
J. Marek, sur les chiens et les lapins inoculés avec un extrait 
d’Amanite phalloide et traités par la thérapeutique glucosée, ont 
prouvé lefficacité de ce traitement. P. Moretti, J. Lefevre 
Munch, R. Moreaux ont rapporté plus:eurs cas d’empoisonne- 
ment humain par ce champignon, qui furent trailés avec plein 
succes par la médication sucrée. Cette thérapeutique est éga- 
lement utilisée en clinique pour combattre l’insuffisance hépa- 
tique. On admet que l’administration per os de glucides en 
grande quantité et surtout l’injection intraveineuse d’une solution 
hypertonique de glucose augmente le métabolisme glucidique. 

L’hypoglycémie, constituant le syndrome majeur humoral 
de V’intoxication phalloidienne, 11 nous a semblé inléressant 
d’aborder le comportement de Jlanimal diabétique, soumis 
a l’intoxication phalloidienne. 

J. Verne et ses éléves ont insisté, en 1950, sur la résistance 
a’ ’Amanite que présente le rat atteint de diabéte alloxanique. De 
notre coté, avec G. Wellers, nous avons opéré sur deux lapins 
vendus diabétiques par une injection intraveineuse d’alloxane 
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(200 mg par kilogramme); lorsque le diabéte fut installé, qua- 
rante-huit heures aprés l’administration d’alloxane, nous avons 
pratiqué chez ces animaux V injection sous-cutanée d’une dose 
mortelle d’alcoolature : tous les deux ont survécu alors que cette 
dose toxique devait provoquer la mort en moins de trente heures. 


* 
x* 


La dégénérescence graisseuse du foie a élé observée par de 
nombreux auteurs au cours de J’intoxication phalloidienne. II 
existe une hépatite toxique se traduisant histologiquement par 
une stéatose des cellules hépatiques, surtout intense autour de la 
veine centrolobulaire. N. Cova, E. Polli et G. Ratti ont étudié 
d@une facon approfondie la « stéatose hépatique adiponécrotique » 
provoquée par ce champignon. Nous-mémes, avec notre regretté 
collaborateur P. Desclaux, avons noté, au cours des intoxications 
mortelles, d’importantes altérations cellulaires avec  atteinte 
marquée des noyaux et surcharge lipidique des cellules, dispa- 
rition du glycogéne et des acides ribonucléiques sans trace de 
sclérose. 

Le trouble du métabolisme des lipides est lé au trouble du 
mélabolisme des glucides, ce qui aide & comprendre la dépen- 
dance qui existe entre la dégénérescence graisseuse et l’apport 
du sucre dans le foie. En effet, la médication glucosée, mise en 
ceuvre précocement, avant que les cellules hépatiques ne soient 
complétement nécrosées, peut empécher la dégénérescence. Si 
Paltération hépatique est plus profonde, on aboutit, malgré les 
traitements sucrés mis en ceuvre, a la dégénérescence graisseuse 
par mortification de la cellule (lésions nucléaires : caryolyse, 
caryorexe). 

Pour combattre Valtération de la cellule hépatique, pour lutier 
contre la dégénérescence graisseuse qui accompagne |’intoxication 
phalloidienne, nous avons traité, avec G. Wellers, des lapins qui 
avaient recu une dose mortelle de poison phalloidien au moyen 
de méthionine (acétyl-dl-méthionine a 20 p. 100), puissant agent 
anli-stéatogéne : 1 em*® de cette solution injecté par voile intra- 
musculaire, par kilogramme, matin et soir, a permis, une fois 
sur trois, de prolonger la vie de quatre jours, alors que les 
animaux lémoins moururent en moins de trente heures ; 2 em? 
injects par vole intramusculaire, par kilogramme, deux fois par 
jour, ont été sans effet une fois sur cing ; deux fois ils ont assuré 
un temps de survie double du temps de survie des animaux 
témoms ; deux fois, ils ont empéché la mort et ont assuré une 
survie définitive. Nous avons noté, chez les animaux intoxiqués 
par lAmanite et traités par l'acétyl-dl-méthionine, une hypogly- 
cémie notable, alors que la solution de méthionine expérimentée 
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sur animal sain n’a pas d’action appréciable sur le taux du 
glucose sanguin. 

Aussi croyons-nous devoir insister actuellement et sur Ja théra- 
peutique glucosée et sur la thérapeutique a base de méthionine. 

Nous avons appliqué cette double thérapeutique et c’est elle 
qui nous a donné les meilleurs résultats chez nos lapins soumis 
a Valcoolature phalloidienne : traitement a la méthionine pour 
lutter contre la stéatose hépatique, traitement au glucose pour 
lutter contre l’hypoglycémie. 

Ainsi ces nouveaux travaux constituent une nouvelle base pour 
soutenir les bienfaits d’une thérapeutique sucrée complétée par 
un traitement 4 la méthionine. . 
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L'ILOTYCINE (ERYTHROMYCINE), NOUVEL ANTIBIOTIQUE 
ELABORE PAR LE STREPTOMYCES ERYTHREUS 


par C. LEVADITI, A. VAISMAN et J. HENRY-EVENO. 


(Institut Alfred Fournier.) 


L’Ilotycine, sécrétion fongique nouvellement découverte, offre 
une activité bactériostatique et germicide dont le périmetre esl 
extrémement vaste, aussi étendu que celui des meilleurs antibio- 
tiques connus, tels l’Auréomycine, le Chloramphénicol et la 
Terramycine. Elle vient d’étre découverte par McGuire, Bunch, 
Anderson, Boaz, Flynn, Powell et Smith [4], équipe des cher- 
cheurs travaillant dans les Laboratoires de recherches Lilly 
(Indianapolis, Indiana, U.S. A.). Dés la publication du mémoire 
préliminaire de ces chercheurs, nous avons saisi l’importance de 
leur découverte et nous les avons priés de bien vouloir nous 
faire parvenir une certaine quantité d’lotycine, ce quils ont 
acceplé de bonne grace et ce dont nous les remercions vivement. 
Nous avons, de la sorte, entrepris des essais expérimentaux avec 
cet antibiotique, essais qui font objet du présent travail, lequel 
comporte, également, un exposé succinct des faits acquis aux 
Etats-Unis et en Angleterre [2]. 


D&couvERTE DE L’ILorycine. — C’est d'un échantillon de soi 
provenant de l’Archipe] des Philippines que Von isola l’actino- 
mycéle sécréteur, appartenant au genre Streplomyces, dont la 
morphologie, les caractéres culturels et les propriétés physiolo- 
giques permirent de Videntifier. I] s’agit du Streptomyces 
erythreus (Waksman et Henrici) (l’antibiotique qu’il élabore fut 
désigné d’abord sous le nom d’Erythromycine, nom auquel celui 
d’Tlotycine fut substitué ultérieurement). 


ACTIVITY BACTERIOSTATIQUE DE L’ILorycine. — Les premiers 
essais de la sécrétion fongique ont été effectués par la méthode 
des « stries » sur gélose a base de tryptone et de phosphate, ou 
par celle des milieux liquides (bouillon glucosé additionné de 
farine de soja). Ces techniques de titrage mirent a jour l'effica- 
cilé bactériostatique de l’antibiotique a l’égard du Staphylococcus 
pyogenes, de |’Escherichia coli, du Mycobacterium tuberculosis 
souche 607 (cultures agitées). Dans l’ensemble, réceptivité incon- 
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testable des germes Gram-posiltifs et, plus rarement, des microbes 
he prenant pas le Gram. 


PURIFICATION ET CRISTALLISATION. — Extraction par le benzéne, 
Pacétate d’éthyle et le tétrachlorure de carbone, et obtention de 
cristaux d’antibiotique purifié. De tels cristaux sont solubles 
dans l’eau (2 mg par centimetre cube), fortement solubles dans 
les alcools, l’acétone, le chloroforme, l’acétonitrile et l’acétate 
d’éthyle, modérément solubles dans l’éther, le dichlorure d’éthy- 
lene et Vacétate d’amyle. Le principe actif, composé basique, 
forme facilement des sels avec divers acides. 


PROPRIETES CHIMIQUES ET PHYSIOUES. — Formule brute 


Cheat 8 bye Nh Oiyeene Poids moléculaire : 725. 


Pouvow rotatoire : @e = -— 78° (concentration de 1,99 p. 100 
dans l’alcool, apres dessiccation sous vide). Spectre en rayonne- 
ment ultra-violet : maximum d’intensité faible 4 280 mu (pH 6,3). 

Pouvoir antibiotique. Deux techniques : dilutions progressives 
en milieu liquide (bd) et stries sur gélose a laquelle l’antibiotique 
est incorporé (ag). Ci-dessous les résultats relatés par les obser- 
vateurs américains (Cf. tableau I). 


TabLeau I. 
CONCENTRATION 
MICROORGANISMES-TESTS inhibitrice 

pg par cm3 
SPOPLOCOCGHSHEMOlLYLICUS C2030. uleensieo lls lle) Jjacil <= 0,007 
Micrococcus pyogenes var. aureus. ...........-. 0,8 (ag) 
Micrococcus pyogenes var. aureus (pénicillino-résistant). 0,4 (ag) 
Micrococcus pyogenes var. aureus (streptomycino-résistant) 0,8 (ag) 
Insleriamonocyiogenes. . 6 5 = 3s 2 he ew ee ss 0,31 (bd 
IGRI SOUNUCUIS SS 0 G6 B= GS 5 6 6 8 como oo ome 0,2 (ag) 
Vibrio cholere. eee eee ee ne soettrs co Bon tS ae 0,63 (bd) 
NOOO AIID SX MGW) oa Bo ob oo 6 8 OS 6,2 (ag) 
Mycobacterium phlei .......+.. By Ray in ene Ss 0,8 (ag 
ETO OLS. 7 1ST IED, 5 So Bn Deke! 4 Sho Ge 31 (bd 
NCQ NUW OILED (HOUTUD, S5 0b a Gwo 8 o O oF o Coos 1,6 (ag) 
Maycobacteriunesmegmalts, 96 «1. «i +» wel = 6,2 (ag) 
UVR OQMES TATTOOED 5-8 Oa Baa Saha e Maes 6,2 (ag) 
IRPRCOULUMIBELULERSIS MO Oe atiisl a Raye tie weer chee 1,56 (bd 
OK a Hae TOTES Gia G Woes. cl ag) De OLED: 3p SORES age) een CMI ac 1,56 (bd) 
INCISSERTQUUIVETUCCLULIOTIS o fee eee) olla te pet si fe) |= ri 5,0 (bd) 
Diplococcus pneumonize (sulfamido-résistant) ...... 0,02 (bd) 
SLRCPLOCHCCUSADUOGENCS condo yet 1o) eas) 2) be os re 0,02 (bd) 
Hemophilus influenze .. » 1 1% + +--+» s 4,25 (bd) 
UTE DLOCOCCUSEUITIOUNS = carte tered «fours |.) t's) a a) Vale to 0,16 (bd) 
Corynebacterium diphtherie ......-+..++++6- 0,02 (bd) 
VAD ORCOTUIN Crane wt eet ae Pe A Ris hy > eae 6,25 (bd) 
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Il résulte de la lecture de ce tableau que la vulnérabilité des 
divers germes testés varie d’un microorganisme a l'autre et qu "il 
y a liew de distinguer des bactériacées particuliérement sensibles 
et d’autres qui le sont ecuSid crap lenian moins. Au surplus, un 
fait important s’en dégage : l’Jlotycine agit bactériostatiquement 
sur des germes réputés résistants a la Pénicilline, a la Strepto- 
mycine et a des sulfamides. 


ILoTycINo-RESISTANCE. — I] est possible, en utilisant les tech- 
niques en usage, de créer artificiellement des souches de bacté- 
ries ilotycino-résistantes, en particulier de Staphylococcus aureus. 


R&soRrPTION ; DISPERSION. — ‘L’Ilotycine, admunistrée per os, 
diffuse dans le sang, l’urine et, a l'état de traces, dans le liquide 
céphalo-rachidien (1); elle est éliminée par les féces. Des essais 
utilisant comme test le Streptococcus hemolyticus ont permis de 
conclure que |’antibiotique apparait trés rapidement dans ta 
circulation sanguine et s’y maintient jusqu’a la huitiéme heure 
(maximum vers la premiére heure). 


ACTIVITE CURATIVE in vivo. — Des expériences, effectuées soit 
sur loceuf incubé de poule, soit sur la souris, montrent que I Ilo- 
tycine est douée d’une certaine action curative dans la bacillose 
provoquée par le Mycobacterium tuberculosis (souche H,,Rv), 
ainsi que dans la lymphogranulomatose inguinale, la_méningo- 
pneumonie de la souris, les Rickettsioses, Vamibiase (Endameeba 
histolytica), les spirochétoses (Spirochxta novyi), certaines para- 
sitoses (Trichomonas vaginalis et oxyures). 


ToxiciTE ; TOLERANCE. — L’Ilotycine est trés peu toxique. Elle 
est bien supportée per os, de méme qu’en injection sous-cutanée. 
La DM,, pour la souris est de 1 800 mg par kilogramme. Le chien 
supporte l’antibiotique administré pendant une longue période 
de temps. 


Ce sont la, résumées dans leur essentiel, les données faisant 
Vobjet du mémoire préliminaire de McGuire et de ses collabo- 
rateurs. Depuis, d'autres travaux sont parus, dont voici une 
bréve analyse : 

Haight et Finland [8] ont examiné certains problémes relatifs 
a lTlotycine en se servant de trés nombreuses souches micro- 
biennes appartenant A des genres divers et isolées de malades. 
Selon eux, la résorption de ie antibiotique chez homme est direc- 
tement proportionnelle a la dose administrée per os (de 100 


1) Voir également ci-apres. 
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a 500 mg, répétés toutes les trois heures). La concentration 
maxima dans le plasma est atteinte aprés une a deux heures ; 
elle persiste pendant six heures (ou plus, si la quantilé ingérée 
est supérieure). La posologie comporte des prises de 250 mg 
a des intervalles de trois heures. Le dosage de |’élimination uri- 
naire montre que |’llotycine exerétée atteint 15 p. 100 du total 
ingéré par voie buccale (doses réilérées). L’antibiotique se 
détruit, tout au moins partiellement, a la température ordinaire 
ou a 37°, mais il garde son activité s’il est conservé au froid ou 
congelé. L’alcalinité du milieu favorise ses effets bactério- 
statiques, dont lintensité s’amenuise aprés filtration. Aucune des 
substances empéchantes a lVégard d'autres sécrétions fongiques 
(ac:de p.aminobenzoique, acide ptéroylglutamique, thioglycolate 
de Na, urée, etc.), n’inhibe I’Ilotycine, et, par ailleurs, il n’y 
a pas élaboration d’ilotycinase. Comparée aux autres antibio- 
tiques, VIlotycine se rapproche intimement de la Pénicilline. Elle 
agit, en effet, bien plus sur les bactériacées Gram-positives que 
sur celles ne prenant pas le Gram (excepté la Neisseria et 1’ Hemo- 
philus). Enfin, 4 exemple de Mc Guire et de ses collaborateurs, 
Haight et Finland montrent que |’Ilotycine inhibe les Srapnyto- 
coccus AuREUS pénicillino-résistants. Haight et Finland [4] sont 
revenus ultérieurement sur les mémes problémes dans le cadre 
d’une étude sur l’état réfactaire anti-ilotycinique des staphylo- 
coques et des streptocoques pour conclure que |’antibiotique peut 
étre soit bactériostatique, soit microbicide selon la sensibilité du 
microorganisme et la teneur en principe actif. Aprés 8 a 12 repi- 
quages en présence de concentrations croissantes d’Ilotycine, des 
souches sont devenues cinq cent douze fois plus résistantes 
qu’elles ne l’étaient a l’origine. L’antibiotique n’agit que sur des 
germes en voie de multiplication. 


UrimisaTION DE L’ILOTYCINE EN PATHOLOGIE HUMAINE. — Déja 
dans leur travail de base McGuire et ses collaborateurs annon- 
caient les effets salutaires de lIlotycine dans certains processus 
pathologiques humains provoqués par le Streptococcus hemo- 
lyticus B et le pneumocoque. Mais d’autres données, plus pre- 
cises, viennent d’étre recueillies par Haight et Finland 5) Elles 
ont trait a Vutilisation de la cure ilotyeinique chez des sujets 
atteints de pneumonie lobaire, de streptococcie scarlatineuse, de 
diphtérie et de staphylococcie. Chez 14 pneumoniques sur 
16 traités, l'emploi, toutes les trois heures, de 100 a 125 mg 
(plus rarement de 200 4 250 mg) a déclenché des effets 
curatifs @éminemment satisfaisants, en ce sens que les malades 
devinrent afébriles dés le deuxiéme jour, que les pneumocoques 
disparurent des crachats dés le troisiéme et que les hémocullures 
se stérilisérent rapidement. Dans 13 cas d’angine streptococcique 
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scarlatineuse, les streptocoques cessérent d’étre présents dans les 
amygdales et la fiévre tomba en vingt-quatre a quarante-huit 
heures. Des résultats analogues ont été obtenus chez des patients 
atteints de staphylococcie (pharyngites, entérites, meéningite, 
pneumopathies), mais non pas chez d’autres offrant des signes 
d’endocardite. Résultats pratiquement négatifs dans la blennor- 
ragie aigué (2 succés et 2 échecs 4 la suite de lemploi de 
1 a 2 ¢ d’llotycine). Selon les auteurs, l’antibiotique, du point 
de vue de la thérapeutique humaine, se rapproche de la Péni- 
cilline. 

Citons, enfin, un important mémoire de Heilman, Herrell, ct 
Geraci [6] paru récemment. I] y est question de I’lotycine consi- 
dérée du point de vue de son activité in vitro et dans quelques 
infections expérimentales, de sa résorption et de son élimination, 
ainsi que de son utilisation au lit du malade. En ce qui concerne 
les propriétés bactériostatiques dans le tube 4 essai, Heilman et 
ses collaborateurs reconnaissent que le pouvoir inhibiteur de 
Vantibiotique est infiniment plus accusé a l’égard des bactériacées 
Gram-positives que vis-i-vis de celles qui ne prennent pas le 
Gram, excepté l’Hemophilus pertussis, quwune nette réceptiviié 
caractérise, réceptivité comparable a celle des Corynebacterium. 
L’Tlotycime exerce une influence nocive sur des germes rendus 
résistants & la plupart des antibiotiques connus. Du point de 
vue expérimental, il y a lieu de signaler ses effets curatifs dans 
Vinfection de la souris provoquée par le virus de la psilttacose, 
lequel se comporte 4 Vexemple de Vultragerme lymphogranulo- 
mateux, ainsi que dans celle du cobaye contaminé par le Coryne- 
bacterium diphtheriae. Aprés administration par voie buccale, 
Heilman et ses collaborateurs la retrouvent rapidement dans la 
circulation sanguine ; elle diffuse dans les organes et s’élimine 
par le rein, la bile, et aussi par la muquense intestinale et le 
placenta. Administré au malade, l’antibiotique se montre doué 
d'une action salutaire dans Jl’amygdalile folliculaire aigué 
associée a de ]’adénopathie, dans l’endocardite bactérienne sub- 
aigué, les septicémies staphylococciques, l’ostéomyélite, les pha- 
ryngites, l’érysipéle facial, ete. Des courbes thermiques illustrent 
le travail des auteurs américains. 


Recherches personnelles. 


Nous avons effectué un certain nombre d’essais se rapportant 
aux problémes suivants : 1° Bactérioslase in vitro A Végard de 
divers microorganismes, y compris le Mycobacterium tuber- 
culosis ; 2° Activité bactériostatique sur des germes rendus résis- 
tants a des antibiotiques autres que I’Ilotycine ; 3° Effets curatifs 
dans des infections engendrées par des bactériacées ; 4° Mémes 


LILOTYCINE 153 


effets dans les spirilloses et les spirochétoses, ainsi que dans 
les protozooses ; 5° Virocidie. Voici en résumé, nos résultats : 


1° BacTERIOSTASE A L’EGARD DE DIVERSES BACTERIACKES. — Nos 
études ont élé effectuées grace a l’emploi de trois méthodes : 
dilutions progressives de 10 en 10 (bouillon Truche ; volume 
total, 5 ml; imoculum, 0,5 cm* d’une suspension a 10—*10-7 
dune culture agée de vingt-quatre heures sur le méme bouillon) ; 
technique de Heatley [7] (cylindres appliqués sur des plaques de 
gélose solidifiée) ; procédé de Vincent et Vincent [8] (rondelles 
de papier filtre ; méme gélose). 


A. — METHODES DES DILUTIONS PROGRESSIVES 


EN BOUILLON TrucuE (Cf. tableau II). 


La dose limite inhibitrice [Dmb (2)], calculée par centimétre 
cube, a varié d’une espéce de germes a |’autre. I] y a lieu de 
distinguer les microorgan:smes les plus sensibles (Staphylococcus 


TasLEau Il. — Bactéries. 
Méthode des dilutions progressives en bouillon Truche. 


POIDS PAR CM? 


10 ug 
TEMOIN 


RP RR ee ROR RS | o4 os 


Staphylococcus aureus O 10°". . 
Bac. subtilis 10~*. 

Bac. anthracis C 10 ~* 

Myc. smegmatis 10° * 

Myc. 607 107“ Btn a3 
Shigella para-dysenterie Y 6 R10~* 
Proteus vulgaris 10~* 

Excherichia coli S 1077 

Eberthella typhosa D 10~’ 
Salmonella paratyphi A 

Buc. de Friedlinder Ch. 10°*. 
Bact. ertricke 10~* 


Rak ROOSCSCOS | 100 us 


eR RE RE OCOCO 
RR RRR ROP OO 
PS St SS SS SS Sr SS | 0,01 v6 
St St St SS Sr Sr Sar 


aureus O, Bacillus anthracis et Mycobacterium smegmatis (Dmb 
= 0,1; 1; 10 pg), du reste des germes qui se sont révélés les 


moins réceptifs (100 pg a 1 mg). Selon nos résultats, Vactivité 


(2) Nous désignons par l’abréviation Dmb la dose minima d’anti- 
biotique par centimétre cube pouvant déclencher la bactériostase et 
par l’abréviation DMr la dose maxima d’antibiotique par centimétre 
cube capable de déterminer la résistance. 
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bactériostatique de l’Ilotycine n'a pas semblé étre d'une intensité 
exceptionnellement accusée. 


Nous avons eu soin de comparer les données concernant |’acti- 
vité bactériostatique de trois microbes, soit le Staphylococcus 
aureus, le Bacillus subtilis et le Mycobacterium smegmatis, 
a celles enregistrées par McGuire et ses collaborateurs (loc. cit.) 
[il est vrai par une technique différente de la nétre : titrage en 
milieu de gélose solidifiée}]. Il résulte de cette comparaison une 
équivalence de la Dmb concernant le Staphylococcus aureus 
(0,8 wg et 1 wg), mais, par contre, une infériorité marquée de 
cette méme Dmb pour le Bac. subtilis et le Mycobact. smegmatis. 


2° Mrérnoves pe Heatiey et pe Vincent (Cf. tableaux III et IV). 
— La bactériostase, évaluée par ces deux techniques de diffusion, 
s'est révélée assez variable d’un germe 4a l'autre. A_retenir 
Vabsence totale d’inhibition avec le Proteus vulgaris (méthode 
Heatley et Vincent), le bacille de Friedlander, lEberthella typhosa 
et le Mycobacterium smegmatis (méthode de Vincent). 


BACTERIOSTASE A L’EGARD DES Mycobacterium tuberculosis 


Hy; RvyoHbl2 er SAL Py Cs(Cf.tableau V). 
Tecunigues. — Dilutions progressives de 10 en 10 (milieu 
Dubos et Lockman). Inoculum, 10—?°. Temps de séjour a 387°. 


de cing 4 huit jours selon la souche utilisée. 


Tabteau UI. — Méthode de Heatley. 


POIDS PAR CM% 


2 me 
(mm) 


Staphylococcus aureus O 
Escherichia coli 8 
Eberthella typhosa D 


Proteus vulgaris 

Bac. anthracis C 

Shigella para-dysenlerix . . 
Salmonella paralyphi . 

Bac. de Friedlinder. . 

Bact exrtricke 

Pseudomonas xruginosa 
Bac. subtilis B 90 

Myc. 607 

Myc. smegmatis 
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TaBLEau 1V. — Méthode de Vincent. 


POIDS PAR CM? 

2 mg 1 mg 100 ne 

(mm) (mm) (mm) 
Staphylococcus aurevsO.... 20 15 44 
ES CRETUCRLORCOUNL SE MRCm mee tne Ts 5 10 9 0 
Eberthella typhosaD...,... 0 0 0 
EAOOTS COWGOID ts 6 Beas : 0 0 0 
BOG CRD RAS AO se in Ba eg & 20 45 12 
Shigella para-dysenterie ... . 14 42 9 
Salmonella paratyphi A. ... . Traces. 0 ) 
BGC OC NICAL nOCT « a) eine eee 0 0 0 
BEGUN LO UPICK Cee Men ensue Traces. 0 0 
Pseudomonas xruginosa. ... . 47 45 12 
BaCe SUOUS BIOl : 25 25 20 
MO RUE SS SEG chats mste Bac am: 12 0 0 

(Colonies plus dispersées autour du disque). 

Myc. smegmatis (pousse difficile). 0 0 0 

TasLeau V. — Action bactériostatique de l'Ilotycine a légard 


des BKH:;, Rv, H 512 (virulents) et SAPC (non pathogeéne). 


H3,7Rv = 
Poids par cm? . .| 4 mg | 40 vg | 20ug | 2 ve 10,4 wg}0,01 pg} Témoin. 
Lectureiievso jour. - 0 0 2 3 3 4 4 
WSd 20: 
Poids parcm? .. .| 1 mg | 100ug! 410ug] 4 wg |0,1 pg}0,001 wg} Témoin. 
Lecture le 4¢ jour. 0 0 1) 2 2 4 4 
SAPC: 
Poids par cm? 14mg /100ug} 10 ug] 1 wg }0,1 ug]0,001 ug) Témoin. 
Lecture le 9° jour. 0 0 0 0 2 2 4 


Ye SP EST IP PP SE TSS ASE AO 8 TE PC DR PSO TCD ELE AEN, 


Il en résulte que l’activilé bactériostalique de Vllolycine « 
l'égard des bacilles acido-résistants virulents H,,Rv et H 512 
a été de Dmb = 40 ug et de Dmb 10 wg, alors que la Dmb du 
bacille non pathogéne SAPC a atteint 1 wg par centimetre cube, 


done nettement supérieure 


* 
x * 


En rapport avec les résultats de McGuire et ses collabo- 
rateurs, nous avons soum:s a l'étude le probléme suivant : 
soit un microorganisme donné, tel le Staphylococcus aureus, 
l Eberthella typhosa, ’ Escherichia coli ou le Proteus vulgaris, 
ayant acquis une résistance plus ou moins marquée a l’égard du 
Chloramphénicol ou de la Pénicilline. Comment se comportera- 
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t-il en comparaison du méme germe normal (Dmb), a l’égard de 
'Hlotycine ? L’état réfractaire créé aura-t-il ou non modifié sa 
sensibilité vis-a-vis de ce dernier antibiotique (DMr) ? Les données 
condensées dans le tableau VI permettent de conclure que ce 
comportement varie selon la nature du germe envisagé, et aussi 
suivant l’antibiotique considéré. Ainsi, avec le Staphylococcus 
aureus et l’Escherichia coli, si l'état réfractaire acquis a légard 
du Chloramphénicol a eu pour effet un accroissement manifeste 
de la résistance ilotycinique initiale, par contre, lorsqu’ll s’est 
agi de |’Eberthella typhosa et du Proteus vulgaris, nulle résistance 
n’est apparue vis-a-vis de l’Ilotycine. De telles conclusions ne 
sont pas sans conséquences dans le domaine de l'utilisation pra- 
tique de U’Ilotycine. En effet, il est a prévoir que celle-ci sera 
efficace dans certaines infections provoquées par des micro- 
organismes devenus insensibles a d’autres antibiotiques (8). 


Tasteau VI. — Comportement vis-a-vis des effets bactériostatiques 
de I’Ilotycine de quatre germes rendus réfractaires au Chloram- 
phénicoi et a la Pénicilline. 


MICROGRGANISMES TESTES 


Staphylococcus Eberthella Escherichia Proteus 
aureus lyphosa D coli S vulgaris 


: 200 pe 
Img 
: Img 


Résistant 
au Chloramphénicol 
Résistant 
au Chloramphénicol 
Résistant 
a la Pénicilline 
Q4(0 U 
Résistant 
au Chloramphénicol 
Résistant 
4 la Pénicilline 
10.000 U 


Résistant 
au Chioramphénicol 


DMr 


Normal Dmb 
DM? : 


s 
QS 
@ 
=I 
3 
a 


Normal Dmb 
Normal Dmb 


DMr 


— 
° 
> 
iSi4 
a. 
S5 | 
on 
t 


(3) Rantz et Randall (Antib. Chemoth., 1952, 2, 645) ont récemment 
effectué des essais sur VIlotycine, dans le cadre d’une étude sur la 
synergie entre antibiotiques (organisme-test : Staphylococcus aureus). 
Toutes les souches de staphylocoques soumises a V’épreuve ont été 
inhibées par des concentrations de 0,2 ou 0,4 ug par centimétre cube 
(sauf une qui a nécessité 1,0 wg par centimetre cube). Utilisée en 
association, ’Hotycine n’a eu aucune action synergique avec la Péni- 
cilline, la Terramycine ou le Chloramphénicol, alors qu’avec la Strep- 
tomycine et la Bacitracine elle a fourni des mélanges doués de pouvoir 
bactéricide 4 l’égard d’un grand nombre des souches de Staphylococcus 
étudiés, Les germes streptomycino-résistants ont été réfractaires A cette 
action bactéricide synergique des associations Tlotycine-Streptomycine. 


LILOTYCINE 15 


~! 


B. — Activité cuRATIVE DE L’ILOTYCINE 
DANS LES INFECTIONS EXPERIMENTALES DE LA SOURIS ET DU LAPIN. 


1° Bactériacées (Cf. tableau VII). 


TecuniguE. — Contamination par injection intrapéritonéale 
d’un certain nombre de doses mortelles (suspension de cultures 
agées de 24 heures, additionnées ou non de mucine). Traitement 
par injection sous-cutanée de 10 mg d’antibiotique (par sujet de 
20 g) a une ou plusieurs reprises quotidiennes, soit la moitié de 
la dose tolérée indiquée par les auteurs américains (20 mg par 
20 2). 


TasLeau VII. 


Staphylococcus | Staphylococcus Diplococcus Escherichia Streptococcus 
aureus O aureus O pneumonie 141 (1) coli 5 hemolyticus m 
10 - + Mucine 55 10 + Mucine : : 
: : -3 -5 ae -3 
(1 ¥ antib.) (3 ¥ antib ) 16 10° ++ Mucine (J) 10 
n n n n n n n n n n 
Rs g S 5 3 & é & 2 5 
2590 239 Oe eee | (SS: 269 2Sa | Soe} 280 Loe 
PSs aS Bi mt ees alle Puce FAS Set Se aa PES 
ee a2 Bee eset bens on a2. Bie i be eae ae 
Rin Dune Dy * Dp, Wn Dim Nnt Np Dn Dip & 
o o o o o oO o o o o 
=) Km) s Gs) ne} is) a) a=) is] ua) 
39 0 100 0 35 0 60 0 100 0 


(1) L’utilisation, a trois reprises, de la dose thérapeutique dans l’infection provoquée par le 
Diplococcus pneumonia et 1H scherichia coli a permis une survie de 10 p. 100. 


Le tableau VII permet de conclure que l’Ilotycine est douée 
de propriétés curatives dans les processus infectieux provoqués 
chez la souris par le Staphylococcus aureus, le Diplococcus pneu- 
moniae, l’Escherichia coli ef le Streptococcus hemolyticus ; 
& condition d’utiliser des doses d’antibiotique réilérées, les survies 
peuvent atleindre 100 p. 100. 


2° Mycobacterium tuberculosis. 


Nous nous sommes servis de la technique appliquée dans 
nos recherches concernant les effets antituberculeux des anti- 
biobiotiques, tels la Streptomycine et la Néomycine, ou de 
corps chimiques synthétiques, entre autres le dérivé 469 de 
Girard et de lisonicotinhydrazide [9]. Contamination des souris 
par vole intravemeuse avec la souche de B. K. H,,Rv_ et 
administration du médicament soit per os, soit par injection 
sous-cutanée. Ci-dessous les résultats enregistrés avec 1’ Ilotycine. 

Souris tuberculisées (1 mg de B. K. H,,Rv) au nombre de 20. 
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Dix sujets traités’ avec 10 mg d’Ilotycine par jour et par vole 
sous-cutanée et 10 autres témoins non traites. 


R&ESULTATS 


1° Souris témoins, a) Mortalité (entre vingt-deux et vingt-sept 
jours) : 100 p. 100. b) Lésions microscopiques pulmonaires : entre 
++++ eto : 100 p. 100. c) Taux bacillaires pulmonaires : ow 
100 p. 100. 

Donec, infection bacillaire térébrante et constamment mortelle. 

2° Seuris traitées. a) Mortalité (entre vingt-sept et vingt-neuf jours) : 
60 p. 100 ; Survie : 40 p. 100 (sacrifiées le 31° jour). b) Lésions microsco- 
piques pulmonaires : entre +++ et w : 100 p. 100 ( ~: 60 p. 100). 
Présence de BK dans la rate (100 p. 100), dans le foie (50 p. 100) et 
dans le rein (40 p. 100). 


Il résulte de l’ensemble de cet essai que, st lon en juge par 
lincidence de la mortalité, VIlotycine apparait douée d'une cer- 
faine activité antituberculeuse, mais celle-ct est presque nulle si 
Von tient compte du taux bacillaire pulmonaire, lequel est le 
méme, peu importe qu’il s’agisse de souris témoins ou d’ animaux 
traités par une dose d’antibiotique alleignant 240 mg par souris 


de 20 g. 


C. — SPpIrRILLES ET SPIROCHETES. 


1° SprRILLES RECURRENTIELS. — Des souris sont inoculées, par 
voie coelomique, avec du sang d’autres souris riches en Borrelia 
duttoni. Traitement par 10 mg (par 20 g) d’Ilotycine en injection 
sous-cutanée et a trois reprises journaliéres. Les animaux sont 
restés a l’abri de la spirillose pendant douze jours, alors que les 
sujets témoins, contaminés de la méme maniére, mais non traités, 
ont contracté une spirillose mortelle dés le lendemain de lV’inocu- 
lation infectante. Les souris traitées ont été sacrifiées et une 
émulsion de leur cerveau a été administrée A des souris neuves ; 
aucune de celles-ci n’a contracté la parasitose. Done activité 
curative manifeste. 


2° « TREPONEMA PALLIDUM ». — On injecte 4 un lapin (n° 81), 
porteur de deux chancres syphilitiques (souche Gand ; diamétres 
28 x 32 mm et 14 x 13 mm), riches en tréponémes, 100 mg d’Ilo- 
tycine par kilogramme a quatre reprises quotidiennes (au total : 
400 mg par kilogramme). Les spirochétes, encore présents et 
mobiles le lendemain de infection, sont devenus plus rares et 
partiellement immobiles le deuxiéme jour, alors que le syphilome 
a commencé a se ramollir. Aspirochétose totale le troisitme jour 
(diamétres dés Je lendemain : 25 x 20 mm et 12 x 10 mm). Le 
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sepliéme jour les chancres sont trés réduits de volume 
(15 x 12 mm); ils s’effacent radicalement le onziéme jour. 
L’Ilotycine est donc tréponémicide in vivo. 


D. — PrRorozoarres. 


1° Trypanosoma equiperdum. — Infection intrapéritonéale des 
souris avec des trypanosomes ; traitement par 10 mg (par 20 g), 
en injection sous-cutanée et a trois reprises. Pareillement aux 
témoins non traités, ces sujets ont contracté une infection mortelle 
dés le troisiéme jour. 

Effets nuls. 

2° Plasmodium berghei. — Les souris contaminées avec ce 
Plasmodium, puis traitées par l’antibiotique a raison de quatre 
injections quotidiennes de 10 mg (par 20 g), de méme que les 
souris témoins ont contraclé V'infection (survie moyenne, respec- 
tivement, de dix-sept et de dix-huit jours). Aucune activité 
curative 


CONCLUSIONS D’ENSEMBLE. — Nos recherches se référant a 
Vactivité exercée soit in vitro, soit dans lorganisme vivant, 
mettent en lumiére le pouvoir bactériostatique et jusqu’a un certain 
degré mucrobicide, de lllolycine a Végard de bon nombre de 
bactériacées, ainsi que son efficacilé dans les processus provoqués 
par des spirilles et des spirochétes (Borrelia duttoni et Treponema 
pallidum). Au surplus, l’antibiotique semble agir sur des micro- 
organismes devenus réfractaires a& d'autres sécrétions fongiques. 
Par contre, VIlotycine est dépourvue d’effets salutaires dans les 
irypanosomiases (Trypanosoma equiperdum) et a légard de 
certains hématozoaires (Plasmodium berghel). 


E. — AcTION VIRULICIDE in vitro DE L ILOTYCINE 
SUR LES ULTRAVIRUS. 


1° Virus vaccinat (souche Nélis). — Emulsion de testicules de 
lapin, additionnée d’Ilotycine a la dose de 1 mg par centimétre 
cube. Contact quatre heures a 37° et vingt-quatre heures a la 
glaciére. La méme suspension virulente, non additionnée d’anti- 
biolique, sert de témoin ; test vaccinogéne par inoculation intra- 
dermique au lapin (doses : émulsion concentrée ou diluée au 1/10 
et au 1/100). 

Résultat: Papulo-pustules jennériennes intenses le deuxiéme 
et le troisiéme jour (aucun effet de lIlotycine utilisée seule). 
Activité virulicide nulle. 


2° Virus rapiour (souche Tanger négrigéne). — Emulsion de 
cerveau de lapin mort de rage additionnée de 1 mg d’Iotycine 
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par centimetre cube. Contact pendant quatre heures a ST eet 
vingt-quatre a la glaciére. La méme émulsion, dépourvue 
d’antibiotique, sert de témoin. Inoculation intracérébrale a des 
souris. 1° Emulsion rabique témoin : 3 souris mortes le onzieme 
jour. 2° Emulsion ilotycinisée : 3 souris mortes les onziéme, 
quinziéme et dix-septiéme jours. Examen microscopique : souris 
témoin, 3/3 ; souris virus + antibiotique, 2/3. 
Résultat : Nul effet virulicide. 


3° Virus HERPETIQUE (Souche Bruxelles). — Emulsion préparée 
avec des cerveaux de souris mortes d’encéphalite herpétique, 
additionnée d’antibiotique (1 mg par centimétre cube). Contact 
pendant quatre heures 4 87° et vingt-quatre heures a la glaciére. 
Emulsion témoin exempte d’Ilotycine. Mémes tests sur Ja souris. 
Résultats : mélange de virus et d’antibotique, 3 souris mortes les 
septiéme, huitieme et douziéme jours ; émulsion virulente témoin, 
4 souris mortes les cinquiéme et septiéme jours. Examen micro- 
scopique ; souris témoins, 4/4; souris virus + antibiotique, 3/3. 

Conclusion : Effet virulicide nul. 


4° Virus Coxsackie (souche encéphalitogéne B). — Emulsion 
cérébrale provenant de 5 souriceaux morts d’encéphalite a virus 
Coxsackie B, additionnée d’llotycine (1 mg par centimétre cube). 
Contact pendant quatre heures 4 37° et vingt-quatre heures 4a la 
elaciére. Emulsion témoin exempte d’antibiotique. Inoculation 
a des souriceaux par voie transcranienne. Résultats. Série iloty- 
cinisée ; souriceaux morts entre le deuxiéme et le sixiéme jour. 
Série témoin: 7 souriceaux morts entre le deuxiéme et le 
quatriéme jour. Hxamen histologique de lencéphale: lésions 
moyennes ou intenses de type Coxsackie. 

Conclusion : Effet virulicide nul. 

De l'ensemble de ces constatations il découle que I’Ilotycine, 
teslée sur quatre ultravirus (jennérien, rage, herpés et Coxsackie) 
se révéele incapable de détruire in vitro l’activiié pathogéne de ces 
ullravirus. 


I’. — AcTIoN VIRULICIDE in vivo DE L ILoTyYcINE 
DANS DES AFFECTIONS PROVOQUEES PAR LES ULTRAVIRUS. 


Dans cette série d’essais il est question d’effets curatifs de 
V'Ilotycine dans les infections provoquées chez la souris par 
certains ultragermes. La technique utilisée a été la suivante 
des souris sont contaminées par voie intracérébrale ; les unes sont 
traitées par Vantibiotique, administré (voie sous-cutanée) a Ja 
dose de 10 mg par jour, pendant cing jours; les autres, non 
traitées, servent de témoins. 
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1° Virus POLIOMYELITIQUE (souche Theiler). — a) Cing souris 
témoins (mortes du deuxiéme au sixiéme jour) ; b) 5 sujets traités 
(morts entre le cinquiéme et le septiéme jour). Examen histolo- 
gique : positif. 

Aucun effet curatif. 


2° VIRUS HERPETIQUE (souche Bruxelles). — Méme dispositif 
expérimental : 5 souris témoins (mortes du deuxiéme au sixiéme 
jour) ; 4 sujets traités (décés en deux a cing jours). Examen histo- 
logique : positif. 

Nulle activité thérapeutique. 


3° VIRUS RABIQUE (Souche Tanger négrigéne). — Méme tech- 
nique : 5 souris témoins (mortes entre le septi¢me et le neuviéme 
jour); 5 sujets traités (décés dans le méme laps de temps). 
Examen histologique et corps de Negri: positifs 5/5. 

Activité nulle. 


4° Virus crippaL (souche PR 8). — Des expériences ont été 
effectuées par M. Reinié sur notre demande, dans le service de 
M. Lépine, 4 l'Institut Pasteur. En voici les résultats : 


Des mélanges d’Ilotycine (1 4 5 mg) et de virus (liquide allantoidien 
dilué 4 10—*) ont été préparés immédiatement avant leur inoculation 
a des ceufs incubés de poule (0,15 cm® virus et 0,15 cm® antibiotique). 
Des ceufs inoculés avec le virus seul ont servi de témoins. 


ConoLusion. — Le taux de ’hémagglutination (entre 10 et 5120) 
a mis en évidence l’absence totale d’effets virulicides. 


5° ULrravinus AMARIL (souche neurotrope de Dakar). — 
MM. Panthier et Husson ont réalisé, sur notre demande, dans !e 
service de la fiévre jaune de |’Institut Pasteur, des essais sur les 
effets curatifs de |’Ilotycine dans l’infection de la souris provo- 
quée par ce virus. Voici les protocoles que nous ont communiqués 
ces chercheurs : 


Dix souris sont traitées pendant neuf jours par des injections quoti- 
diennes de 0,1 g d’antibiotique finement broyé et mis en suspension 
dans 0,5 ml d’eau physiologique, administrées par voie intrapérito- 
néale. Le jour de la deuxiéme injection, ces 10 souris, ainsi que 8 souris 
témoins, sont éprouvées, par voie intracérébrale, et recoivent chacune 
10 doses léthales 50 p. 100 (DM,,) de virus. Ces souris étant gardées 
en observation pendant vingt jours, leur presque totalité est morte 
entre le sixiéme et le quatorziéme jour, aussi bien celles traitées que 
les témoins. Une souris sur dix a survécu parmi les animaux traités 
et une souris sur huit des témoins. La maladie expérimentale n’a 
subi aucune modification par rapport a celle observée chez ces témoins. 
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Conciusion. — Dans les limites de ces essais, aucune différence 
significative n’est apparue sous V’influence de I’ Ilotycine entre les 
sour:s traitées et non trailées. 


6° Virus DE LA PSITTACOSE (Souche 6 BC). — Des expériences ont 
été effectuées sur notre demande, dans le service de M. Lépine, 
i VInslitut Pasteur. Utilisation du virus contenu dans le sac 
vitellin (dilution a 1/10 000). Mélanges de virus et d’Ilotycine 
préparés au moment de leur inoculation a des ceufs incubés de 
poule. Chaque ceuf recoit 0,4 cm* d’un mélange de 0,32 cm* 
d’antibiotique. D’autres ceufs sont inoculés avec le virus seul. Les 
embryons témoins sont tous morts entre le cinquiéme et le sixiéme 
jour (frottis du sac vitellin positifs). Les traités (1 a 5 mg) ont 
survécu [a l'exception d’un seul (contréle chez la souris : négatif)). 


Conciusion. — Effels virulicides manifestes. 


7° LYMPHOGRANULOMATOSE INGUINALE (maladie de Nicolas-Favre). 
— Souris témoins au nombre de 6. Deux, parmi elles, sont mortes 
le treizi¢me et le dix-septiéme jour ; les 4 autres ont été sacrifiées 
malades le dix-septiéme jour. Souris traitées: sacrifi¢ées non 
malades le dix-septiéme jour. Examen histologique : 6 souris 
iémoins, posilif (5/5); 6 souris traitées, négatif (5/6). 


Conciusion. — Quelle que soit la technique expérimentale 
ulilisée, il est impossible de mettre en évidence une activité quel- 
conque de l’Ilotycine seit in vitro, soit chez lanimal, a légard 
des ultravirus. La lymphogranulomatose inguinale (maladie de 
Nicolas-Favre) et la psittacose font exception, mais on sait que 
les agents étiologiques qui les provoquent appartiennent a un 
groupe particulier d’ultragermes comprenant ceux de Ja _psitta- 
cose-ornithose et des pneumonies atypiques, groupe distinct des 
virus proprement dits. Cet ensemble de constatalions est un nouvel 
exemple plaidant en faveur de la loi selon laquelle les ultravirus 


sont généralement insensibles a Taction des antibiotiques anti- 
microbiens {40}. 


CONCLUSIONS GENERALES. 


L’llotycine (ou Erythromycine), découverte par McGuire, 
Bunch, Anderson, Boaz, Flynn, Powell et Smith, est un antibio- 
lique dont le périmétre bactériostatique est remarquablement 
élendu. Elle agit curalivement dans bon nombre de processus 
infeclieux expérimentaux povoqués par des bactériacées non acido- 
résistantes (entre autres les staphylocoques, les streptocoques, le 
Diplococcus pneumoniae, l’Escherichia coli, les Neisseria, les 
Brucella, Jes Hemophilus), méme lorsque ces germes sont devenus 
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réfractaires & d'autres sécrétions fongiques. Elle se comporte de 
méme dans les spirilloses et spirochétoses, les rickettsioses. 
Vamibiase, la méningo-pneumonie et aussi dans la lymphogranu- 
lomatose inguinale (maladie de Nicolas-Favre) et la psittacose. 
Ajoutons que quelques essais effectués en pathologie humaine 
conrrment la réalité des effets salutaires antimicrobiens de I’ Ilo- 
tycine mis en lumiére par l’expérimentation (4). 
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(4) Depuis la remise du présent mémoire & la rédaction, plusieurs 
travaux sont parus concernant l|’Iotycine. Ils se référent : 1° Au spectre 
de cet antibiotique : Welch, Randall, Reedy et Kramer (Antib. Chemo- 
therapie, 1952 412, 693) ; Higgens, Pittenger et McGuire (Ibid., 1953, 
3, 50) ; Powell, Boniece, Pittenger, Stone et Culbertson ([bid., 1953, 
3, 165). Dans l’ensemble, ces travaux mettent en lumiére la polyvalence 
du spectre in vitro, avec prédominance de leffet bactériostatique 
4d Végard des germes Gram-positifs. Au surplus, celui de Powell et 
collab. a trait au méme spectre in vivo et conclut que I’'Ilotycine est 
active vis-a-vis des grands virus (méningo-pneumonie, typhus épidé- 
mique et lymphogranulomatose inguinale), mais inactive sur les petits 
virus (MM. Semliki, Forest, rage, poliomyélite et grippe) ; 2° Finland, 
Wilcox, Wright et Purcell (Proc. Soc. exp. Biol. Med., 1952, 84, 725) 
envisagent la possibilité de la résistance microbienne acquise en 
milieux contenant llotycine, tandis que : 3° Josselin et Sylvester 
(Antib. Chemotherap., 1953, 3, 63), de méme que Ziegler et McGuire 
(Ibid., 1953, 3, 67) étudient le probléme de la pénétration de Vanti- 
biotique dans la circulation sanguine. 


ACTION COMBINEE /W V/TRO 
DE DIFFERENTS TUBERCULICIDES AVEC L’HYDRAZIDE 
DE L’ACIDE ISONICOTINIQUE (INH) 


par M™* AITOFF (*.) 


(Laboratoires Debat.) 


Il ya a peu prés un an que j’ai fait, ici-méme, une communi- 
cation sur la synergie possible des mélanges de différents tuber- 
culicides avec VINH [4, 3]. 

Ce que j’avais surtout voulu souligner c’est la stabilisation de 
Vaction de ’INH qu’on obtient lorsqu’on le combine avec la 
plupart des tuberculicides classiques : PAS, Streptomycine, Dihy- 
dromycine, Tbl. Non seulement on arrive a diminuer plus ou 
moins Jes doses actives de chacun des composants, mais surtout 
le mélange devient sfable et ne varie pas durant tout le mois que 
dure l’expérience, et méme au dela. 

C’est d’ailleurs devenu un lieu commun, sur lequel les clini- 
ciens et les travailleurs de laboratoire sont d’accord, de ne jamais 
employer 1 INH seul, si lon veut éviter la résistance qui autre- 
ment apparait trés vite. 

Rappelons incidemment que M. Coletsos [3], mettant en doute 
mes expériences, a affirmé que Vabsence de synergie de l’INH 
avec tous les tuberculicides connus, était la plus grande déception 
de sa vie. Il a dd se consoler depuis, puisqu’il a confirmé en partie 
mes résultats six semaines aprés, A la Société de la Tuberculose. 

L’exp¢érimentation a toujours été faite en milieu Dubos liquide, 
qui permet de juger les résultats d’une maniére précise, en 
constatant le développement de la culture dans le dernier tube 
trouble et son inhibition dans le premier tube limpide. 

La lecture se faisait aprés trente jours de séjour a l’étuve, 
quand Jes résultats pouvaient étre considérés comme stabilisés. 

La souche employée était le H,,Rv en milieu Dubos, dgée de 
10 4 15 jours. 


(*) Sociélé Franegaise de Microbiologie, séance du 5 mars 1953. 
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Une cinquantaine de titrages m’ont donné en moyenne les 
chiffres suivants : 
Limite d'inhibition pour INH employé seul. . of 4 
Limite d'inhibition pour PASemployé seul... . . 22,3 ug 
Limite d'inhibition pour Tb, employé seul . PEoiues 

Limite d'inhibition pourstreptomycineemployée seule 0 


_La combinaison INH et PAS a été employée dans 15 expé- 
riences 4 des taux de INH variant entre 0,2 p. 100 et 10 p. 100. 
Le tableau I résume ces expériences 


J TasLteau I. — Gombinaison INH et PAS 
a des taux variant entre 0,2 p. 100 et 10 p. 100 @wINH 


0,032 pe 6 fois 1  o/o moyenne 3,2 pe 


3 fois 0,5 o/o n 8,4 " 


0,06 * 2 fois 2 o/o " 3,0 " 


1 fois 0,66 o/o, 


0,4 n 1 fois 4 o/o 10,0 " 


1 fois 10 


1 fois 0,2 o/o 


Moyenne sur 15 expé- Moyenne 7,76" 


riences 0,091 pg 
Dose 1) fois moindre Dose 3 fois moindre } 
fque I.N.H. seul que P.A.S. seul 


f Si lon fait abstraction de la proportion aberrante de 0,2 p. 100 @INH qui peut étre 
considérée comme curiosité de laboratoire, on obtient sur 14 expériences une moyenne de 
0,098 »g pour INH (soit 10 fois moindre que I'INH seul) et de: 4,3 »g pour le PAS, (soit 
5 fois moindre que le PAS seul). 


Ces chiffres nous montrent trés nettement, 4 part la stabilisation 
de inhibition qui a une grande importance en clinique, la dimi- 
nution importante des doses de chacune des substances employées. 

L’action combinée de l’INH avec le Thl (Thiosemicarbazone 
de l’aldéhyde para-acétyl] aminobenzoique) donne in vitro des 
résultats superposables a ceux constatés dans les combinaisons 
INH et PAS [4] et INH et Streptomycine [2]. ¥ 

Pour faire apparaitre encore plus nettement l’action  stabili- 
sante et synergique des tuberculicides combinés 4 INH, je me 
suis servie d’une autre méthode. 
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TasLeaAu If. — INH seul. 
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Aprés 29 jours d’étuve, inhibition compléte a 1 png. 


TasieAu II]. — Thi seul. 


n nN n n “A n 

Stadt Sallis eel, eit ee ai 
8. 4cm?Dubosa10 ug Tbh, .... of ae -~ }+4+] +4 
9. — Boo Se) — fp bp = et] ++ 
10. — 20 — ST} —]} 4) =] =/4+4) ++ 
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13. _ 0,2 — Sa} = |++}++/++]/++} ++ 
14. = Osf = 23) + |+t+]++/++]/++] ++ 
93. me = cS} + f+) ++) ++) ++] ++ 
24. = OS Se yee ee 


Aprés 24 jours d’étuve culture a 10 pg aussi abondante que dans le tube témoin. 


J'ai associé une dose fixe insuffisante de l'un des produits A 
une dose variable également au-dessous de la dose inhibilive de 
Yautre, en déterminant la dilution limite qui provoque une inbi- 
bition compléte de la culture microbienne. 

Les expériences ont porté sur INH et la Streptomycine, 
INH et PAS, la Streptomycine + PAS et INH. 

L°INH était employé a des doses variables, les autres produus 
i des doses fixes insuffisantes. 
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Tasteau 1V. — Mélange de 4 partie de INH et 20 Thi. 
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Synergie tres nette. Aprés 29 jours d’étuve inhibilion complete & 0,05 INH et 1p gTb1, soit action a 
peu prés vingt fois plus énergique. 
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A titre d’exemple, je donne le protocole de deux expériences 
dans les tableaux I et VI. 

Les tubes impairs contiennent la combinaison des 2 produits, 
les tubes pairs ?INH seul aux doses correspondant a celles qui 
sont employées en combinaison. 

Au bout de sept jours on voit déja apparaitre dans certains 
des tubes pairs, 10, 12, 14, une culture trés nette, aussi bien 
que dans les tubes témoins et dans ceux qui ne contiennent que 
de la Streptomycine, tubes 15 et 16. Dans les jours qui suivent, 
les cultures se développent dans les autres tubes pairs succes- 
sivement. Bient6t tous les tubes pairs qui ne contiennent que 
VINH seul donnent une culture aussi riche que celle des tubes 
iémoins. Les tubes impairs, au contraire, sont restés clairs 
jusqu’au 42° jour, quand l’expérience a été arrétée. Cette alter- 
nance des tubes clairs et troubles donne un aspect trés démons- 
tratif a l’expérience. 

Le tableau VI représente la combinaison de 3 produits : 2 ug 
de PAS et 0,1 ug de Streptomycine a dose fixe, tandis que INH 
est a dose variable. Le principe est le méme que dans le tableau 
précédent. 

Dans ces deux tableaux nous voyons trés nettement le méme 
phénomeéne que celui que nous avons signalé précédemment. 

D’une part une stabilisation de l’action de VINH qui dure au 
dela d’un mois, d’autre part une diminution considérable des 
doses inhibitives de INH, lorsqu’il est combiné a la Strepto- 
mycine (tableau V) ou a la Streptomycine et au PAS (tableau VI). 
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Tasrgau V. — GCombinaison : streptomycine 0, 2 ug, 
dose fixe insuffisante et INH dose variable. 
ie 1 20 
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Le tube 13 qui reste clair dans les 2 tableaux, pendant toute la 
durée de l’expérience, contient la dose infime de 0,005 wg d’INH, 
soit 1 : 200 000 000. Elle suffit & arréter le développement de la 
culture. (Cette dose est cent A deux cents fois plus fazble que 
la dose inhibitive de ?INH seul.) 

Les tubes 19 et 20 du tableau VI qui ne contiennent que de !a 
Streptomycine aux doses employées en combinaison avec VINH 
n’inhibent pas la culture, qui apparait presque dans les mémes 
délais que dans les tubes témoins. 

I] en est de méme pour le PAS seul (tubes 17 et 18) ou combiné 
a la Streptomycine (tubes 15 et 16). 

in résumé, VINIL employé seul in vitro posséde un pouvoir 
inhibitif qui, trés rapidement, diminue d’intensité et provoque !a 
résistance du bacille tuberculeux. Au contraire, l’action inhibitive 
des différents tuberculicides combinés a VINH stabilise cette 
inhibition tout en permettant de diminuer la quantité de chacun 
des produits employés. 
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TaBLrau VI. — Gombinaison (2 pg PAS + 0,2 yg streptomycine), dose fixe, insuffisante 
et INH dose variable. 
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MISE EN EVIDENCE AU MICROSCOPE ELECTRONIQUE 
DU VIRUS DE LA POLYEDRIE 
DE PLUSIA GAMMA L. (LEPIDOPTERA) 


par P.LEPINE, C. VAGO et O. CROISSANT. 


(Service des Virus de l'Institut Pasteur 
et Laboratoire de Pathologie 
de la Station de Recherches Séricicoles d’Aleés). 


Au cours des examens pathologiques des larves du lépidoptére 
Plusia gamma ‘L., lun de nous a récemment caractérisé une 
maladie infectieuse causant une mortalité tres importante de cet 
insecte, aussi bien dans la nature que dans les élevages. 

L’histologie pathologique et Ja transmission par filtrats ayant 
révélé une maladie 4 ultravirus du type polyédrie, nous nous 
sommes proposé de mettre en évidence le virus et d’en étudier la 
morphologie par examen au microscope électronique. 


Tecunioue. — Pour faciliter lobtention du virus sous une 
forme rassemblée, nous avons utilisé la méthode de lbération 
directe de celui-ci A parlir des polyédres, ou bien examiné les 
filtrats et le culot de centrifugation. 

Une chenille du cinquiéme age arrivée a un stade avancé de 
la polyédrie expérimentale est broyée au mortier dans une quan- 
lité tres faible d’eau distillée. Aprés vérification microscopique 
de la présence d’un grand nombre de polyédres, le broyat est 
centrifugé a petite vitesse (1450 tours/minute pendant trois 
minutes), Le liquide surnageant est alors centrifugé a 4 000 
tours/minute pendant quinze minutes et le culot lavé trois fois a 
l'eau distillée, puis finalement remis en suspension dans un 
volume deau distillée égal au volume initial. Aprés décantation, 
on procéde au préléevement du lquide surnageant. Cette méthode 
permet d’oblenir des polyédres qui sont sensiblement de méme 
taille. Ceux que nous avons recueillis avaient des diaméetres 
s'échelonnant de 825 mu a1. Une microgoutte de la suspension 
ainsi oblenue est déposée sur des grilles porle-objet de 
microscope électronique, préalablement recouvertes d’une mem- 
brane en Formvar. Avant compléte dessiccation de Ja goutte, 
les grilles sont mises a flo‘ter sur une solution servant a traiter 
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les polyédres. Nous avons opéré avec deux types de solutions 
alcalines ; l'une, solution de NaOH a 4 pour dix mille; l’autre, 
solution de CO,Na? a 3,2 pour mille. On laisse la solution agir 
sur le matériel pendant une minute, dix minutes, quinze minutes, 
trente minutes, quarante- cing minutes, une heure et une heure 
trente. (Signalons i ici que l’essal, dans les mémes conditions, de 
solutions de NaCl a une concentration de 3,2 pour mille a donné 
des résultats négatifs.) 

Apres ces différents temps, les préparations sont transférées 
dans l’eau distillée ot elles sont soigneusement lavées puis 
séchées et enfin métallisées a Vor- palladium avant examen au 
microscope électronique. Nous soulignons, compte tenu des obser- 
vations de Hughes [2], que les polyédres ont été ainsi traités 
vingt-qnatre heures aprés broyage de la chenille et que les solu- 
tions étaient préparées quatre-vingt-seize heures avant l’emploi. 


Résuttats. — Les préparations témoins, non traitées a 
Vhydroxyde de sodium ou au carbonate de sodium, montrent des 
masses isolées ayant l’aspect général et la taille de corps d’inclu- 
sion constitués par des polyédres. Au microscope électronique, 
leur aspect apparait trés opaque ; leurs formes sont assez régu- 
liéres avec un aspect trés minéral et une distribution des arétes 
mettant en relief la forme plutdét tétragonale de ces éléments. Ces 
divers caractéres confirment ce qui ia déja été noté au cours des 
examens histologiques [6]. 

Le traitement de courte durée avec la solution de NaOH (une 
minute) provoque une deésintégration déja prononcée des 
polyédres. Ces derniers présentent une structure granuleuse 
incomparablement plus perméable aux électrons que les polyédres 
non traités et permettent de mettre en relief la forme des parti- 
cules de virus incluses. Un traitement plus long (quinze minutes) 
dégage encore davantage les corps élémentaires d’aspect bacilli- 
forme qui, selon les polyédres, restent accumulés au milieu de 
la structure granulaire devenue trés transparente, ou sont hbérés 
et dispersés sur le champ microscopique, la périphérie du polyédre 
prenant l’aspect d’une membrane ou d’un sac vidé et affaissé. 
Le traitement pendant trente minutes ‘augmente le nombre des 
particules de virus libres. 

Le traitement au CO,Na, provoque une désintégration des 
polyédres et une libération des éléments virulents comparables a 
celles obtenues avec NaOH. Cependant la désintégration est 
moins homogéne et les contours des ultravirus semblent quelque- 
fois « fondus » et déformés. Nous remarquons qu’un traitement 
long (trente minutes) au CO,Na, donne naissance a des éléments 
semblant creusés ou vidés 4 l’intérieur. 

La désintégration des polyédres met en évidence des éléments 


Annales de l'Institut Pasteur, t. 85, n° 2, 1953. 42 


172 ANNALES DE L’°INSTITUT PASTEUR 


correspondants 4 ceux décrits dans d'autres polyédries comme 
agrégats de virus [4, 3]. Ils sont bacilliformes ou ovoides, allongés 
et ont les deux extrémités arrondies. L’ombrage montre netle- 
ment qu ils n’ont pas toujours le méme diamétre tout le long du 
corps, et qu’ils présentent parfois des extrémilés arrondies et 
élargies « en biscuit a la cuiller ». Les mensurations faites sur 
de nombreux éléments délerminent la longueur (280 4 380 my), 
Ja largeur (100 mu) et montrent en méme temps une uniformité 
de ces éléments entre eux quant a leur forme et leurs dimen- 
sions. 

En dehors de ces éléments, on en observe d'autres pouvaut 
étre comparés aux parlicules individuelles de virus. Ceux-ci ont 
la forme de batonnets droits, aux extrémités rectangulaires. ‘Leur 
longueur est de Vordre de 250 my, c’est-a-dire quils sont lége- 
rement plus courts que les éléments précédents. Leur largeur 
étant de 60 mu environ, ils semblent done é¢tre moins ¢étroits que 
les virus individuels des polyédries en général. Nous remarquons 
que méme les traitements allant jusqu’A trente minutes, aussi 
bien avec NaOH qu’avec CO,Na, n’ont pas donné naissance a des 
éléments plus minces. D’autre part, nous n’avons pas observé 
sur les virus d’indices pouvant suggérer une divisibilité longitu- 
dinale plus poussée. Nous nous proposons, en dehors de l’emploi 
d’autres procédés de désagrégation, de faire également une 
étude comparative avec les virus de certaines granuloses [5]. 

En ce qui concerne les rapports morphologiques entre les 
corps polyédriques et les ultravirus, nous constatons que les 
éléments restant 4 lintérieur des polyédres sont du type « agré- 
gals », ce qui montre que les virus a forme de batonnets ne 
s’incorporent pas directement. Le nombre des éléments en 
« agrégats » enfermés dans un polyédre varie sclon les polyédres ; 
il est, en moyenne, de l’ordre de 40 a 60. 

Ces propriétés morphologiques du virus et des corps @’inclu- 
sion aimsi que leurs rapports, permettent de classer cet ultra- 
virus parmi les Borrelina. Nous proposons la dénomination de 
B. plusiae n. sp., les caractéristiques concernant la pathogénie, 
la transmission ect la spécificité signalées précédemment ‘6] 
ayant satisfait les autres points de vue de ce classement. ; 
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LEGENDE DE LA PLANCHE 


Fic. 4. — Polyédres non traités. Gross. : & 15 750. 


Fie. 2 et 3. — Polyédres traités par NaOH (sol. & 4 : 10 000) pendant une 
minute. Gross. : & 45 750. . 


Fic. 4. — Polyédres traités par NaOH (sol. & 4 : 10 000) pendant quinze 
minutes. Gross. : X 15 750, 


UN APPAREIL SIMPLE 
POUR LE DOSAGE DES RAYONNEMENTS ULTRAVIOLETS 
EMIS PAR LES LAMPES GERMICIDES 


par Raymonp LATARJET, Pisrre MORENNE et Rocer BERGER. 


(Institul Pasteur. Service de Radiologie et Cancérologie.) 


L’utilisation rationnelle d’une source de radiations exige un 
dosage précis du rayonnement émis. Ce dosage s’impose aujour- 
d’ hui a légard des lampes a vapeur de mercure a basse pression, 
dites « lampes germicides », dont l’usage se répand, tant pour des 
tmavaux de recherche que pour des applications industrielles. 51 
l'on veut comparer des résultats obtenus dans des circonstances 
différentes, si l’on veut réaliser des installations adéquates et 
s’assurer de leur stabilité, si l’on veut enfin éviter les inconvé- 
nients et accidents légers consécutifs “€ des surexpositions, 1] 
devient nécessaire de mesurer les doses de rayons UV que Il’on 
administre. Or, a Vheure actuelle, ces mesures sont rarement 
pratiquées. 

Le dosage des rayons UV en vue d’applicaiions b:ologiques 
souléve de. grandes difficultés dues a ce que les diverses radia- 
tions, différemment absorbées par les molécules mises en jeu dans 
iN objet irradié, présentent des efficacités individuelles différentes. 
Pour exprimer une « dose » de rayonnement administrée a une 
préparation, il ne suffit done pas de mesurer l’énergie radiante 
totale fournie ; il faut connaitre encore la part que chaque radia- 
lion prend dans le total, et évaluer cette part en fonction de 
l’efficacité individuelle correspondante. Il s’agit d’un probléme 
de spectrophotométrie UV dont les bases ne sont pas encore 
toutes posées, et dont la solution pratique exige un appareillage 
complexe et délicat [4, ‘5 Ce probleme se pose avec toutes ses 
difficultés lorsqu’on utilise les lampes a vapeur de mercure a 
pression élevée (lampes chaudes), dans lesquelles, Vatome de 
mercure se trouvant excilé et porté a des niveaux trés divers, Je 
spectre émis comprend de nombreuses radiations UV intenses. 
Mais i] se simplifie considérablement pour les lampes germicides 
(lampes Les chez lesquelles la quantité du mercure introduit 
dans le tube de décharge est réduite de telle sorte qu’aprés vapo- 
risalion totale, la pression de la vapeur n’excéde pas 10-* 
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atmosphére. Dans ces conditions, la puissance consommée 
restant faible, la plupart des électrons de la décharge ont une 
énergie faible, inférieure au premier potentiel d’ionisation du 
mercure. L’excitation de l’atome se fait surtout au niveau le 
plus bas (4,87 eV), en sorte que la majeure partie de |’émission 
se localise dans la radiation de résonance correspondante, soit 
A: 25387 A, dont la prédominance est d’aulant plus grande que 
le courant de décharge est plus bas. Cette émission est toujours 
accompagnée d’une émission notable de la radiation 4 1849 A 
correspondant au second potentiel d’excitation 6,67 eV de l’atome 
neutre de mercure, radiation dont la présence se reconnait a 
Podeur de lVozone qu’elle forme dans |’air ambiant. Dans les 
lampes commerciales actuelles, on élimine i 1849 par un verre 
spécial laissant passer 80 4 90 p. 100 de 4 2587. Cette radiation 
transporte alors a elle seule plus de 90 p. 100 de l’énergie émise 
par la lampe sous forme de rayons UV, et représente jusqu’a 
35 p. 100 de la puissance consommée par la lampe. Comme par 
ailleurs elle se trouve voisine du maximum d’absorption des acides 
nucléiques, c’est-a-dire que son efficacité est proche du maximum, 
elle entraine a elle seule 98 p. 100 environ de l’action germicide 
du rayonnement total de la lampe. Du point de vue germicide, 
on se trouve donc en présence d’un rayonnement praliquement 
monochromatique dont le dosage se trouve, de ce fait trés 
simplifié. Toutefois, outre cette radiation UV prédominante, les 
lampes germicides émettent des radiations non germicides vis:bles 
et infrarouges, dont V’intensité relative, non négligeable, est 
d’autant plus grande que la puissance de la lampe est plus 
grande, radiations que Von devra éliminer lorsqu’on dosera Ja 
premiere. 


I. — PRINCIPE DU DOSIMETRE. 


Le moyen le plus simple d’éliminer les radiations indésirables, 
visibles et infrarouges, consiste 4 utiliser comme récepteur une 
photocellule dont le seuil spectral si¢ge dans Vultraviolet. De 
nombreuses cathodes (cadmium, magnésium, tantale, etc.) satis- 
font a cette condition, et ont permis d’établir des dosimétres 
satisfaisants [3]. Mais la faible sensibilité de ces cellules oblige, 
dans le cas présent, a leur adjoindre un amplificateur de courant 
continu. Pour éviter les inconvénients inhérents a cette ampli- 
fication, on peut utiliser une cellule a couche d’arrét au sélénium, 
tres sensible aux radiations visibles, a condition de la sensibiliser 
da 4 2587 par une substance fluorescente appropricée. 

Cette cellule est suffisamment sensible pour donner ici une 
réponse électrique mesurable par un appareil portalif a lecture 
directe (microampéremétre). Lorsqu’on Vutilise dans des condi- 
tions convenables d’éclairement et de température, elle est stable, 
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et sa réponse est fonction sensiblement linéaire du flux qu’elle 
recoit. 

La substance fluorescente doit étre stable, inerte, et excitable 
par 2 2537 avec un rendement élevé ; elle doit émettre un rayon- 
nement dont la couleur corresponde a une région spectrale ot la 
cellule au sélénium présente une sensibilité aussi élevée que 
possible. La willémite, ou orthosilicate de zinc, activée par du 
manganite de baryum [4] répond 4 ces qualités : son rendement 
de fluorescence est maximum a A 2520 A, nul au-dessus de 
3400 A (fig. 8) et sa fluorescence verte (fig. 3) correspond au 
maximum spectral de sensibilité du sélénium (fig. 2). 

Aussi n’est-il pas étonnant que l’on ait proposé a diverses 
reprises de mesurer l’ultraviolet germicide au moyen d’un récep- 


m, croampéremétre 


Fic. 4. — Schéma du dosimétre. 4, filtre « Corning » 9863; 2, Willemiie ; 
3, filtre « Katathermic »; 4, cellule au sélénium. 


teur essentiellement constitué par une cellule au sélénium recou- 
verte de willémite. Dés 1940, Luckiesh et Taylor [8] proposaient 
un tel récepteur é a un microampéremétre. Pour éliminer ia 
réponse due aux radiations visibles et infrarouges, on procédait 
a deux lectures successives, l'une enregistrant le rayonnement 
total, et Yautre supprimant l’ultraviolet par une lame de verre, 
dou, par différence, la réponse correspondant & Vultraviolet seul. 
Indépendamment, Déjardin et Latarjet étudiaient un dispositif 
analogue [2]. Ces deux appareils ont l’inconvénient sérieux d’étre 
sensibles aux radiations visibles et infrarouges. 

Nous avons obvié a cet inconvénient en mettant au point 
Vappareil dont la figure 1 donne Je schéma. La cellule au sélé- 
nium est recouverte d’un verre opaque dans Vinfrarouge et par- 
faitement transparent dans le visible (verre Katathermic de 
Bagneaux). Sur la surface supérieure de ce verre est déposée une 
couche de willémite finement pulvérisée liée par un film de collo- 
dion de maniére aA former une couche uniforme ; on a choisi 
l’épaisseur minimum qui absorbe totalement le rayonnement UV 
incident. Cette couche est maintenue. par l’application étroite 
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d’un second verre opaque dans le visible ct présentant une trans- 
parence satisfaisante 4 l’égard de % 2537. On peut utiliser, soit 
un verre UG5 de Schott, soit comme nous l’avons fail, un Corning 
9863. Ainsi, le rayonnement total incident rencontre d’abord le 
filtre Corning qui arréte les radiations visibles et laisse passer 
UV et une bande infrarouge ; UV frappe la couche de willé- 
mite qui le transforme en lumiére verte, laquelle traverse le 
second verre qui arréte Vinfrarouge. Finalement la cellule n’est 
lrappée que par la lumiére verte provenant de la radiation UV, 
tandis que les radiations visibles et infrarouges sont successive- 
ment éliminées (1). Ce récepteur est relié directement a un 
microampéreméire a courant continu ayant une résistance inté- 
rieure de l’ordre de 2.000 ohms, et dont la sensibilité correspond 
a une déviation totale de l’aiguille sur l’échelle pour un courant 
d’environ 5 microampéres. 


II. — Erupe opriquz pU DOSIMETRE. 


Nous avons procédé d’abord a une étude optique des divers 
organes de l'appareil. 


a) La cettuLte. — La courbe spectrale de sensibilité du récep- 
teur (fig. 2, courbe A) a été déterminée en utilisant un mono- 
chromaleur de Leiss 4 optique de quartz, une lampe 4 filament 
de tungstene et une lampe a hydrogéne. Une étude préalable 
nous avait fourni les caractéristiques optiques (dispersion et 
transmission) du monochromateur, et les caractéristiques d’émis- 
sion des deux sources dans le domaine spectral exploré (2 000- 
12 000 A). 


b) Le rirtre Corninc 9863. — La courbe spectrale de trans- 
mission de ce filtre (fig. 2, courbe B) a été déterminée au spectro- 
photométre Beckman. Elle montre une transmission satisfaisante 
d’environ 0,5 pour 4 2537 A, une excellente opacilé a |’égard des 
radiations visibles, et une forte bande de transmission dans le 
proche infrarouge. 


c) Le verre Karatrneruic. — Cette bande impose l’emploi d’un 
second filtre transparent aux radiations vertes et jaunes émises 
par la couche fluorescente, et aussi opaque que possible dans le 
proche infrarouge. La courbe C de la figure 2 montre fa trans- 
mission spectrale du verre Katathermic que nous avons utilisé 
dans ce but. 


(1) Un dispositif analogue, utilisant une cellule 4 oxyde de cuivre, 
vient d’étre mis au point en Allemagne. (Voir Strahlentherapie 1952, 
88, 544). 
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Finalement, la combinaison Corning 9863-Katathermic donne 
un résultat satisfaisant, a savoir une transmission de lordre de 
0,5 pour 2 2537 A a la sortie du premier verre, c’est-a-dire au 
niveau de la couche fluorescente, suivie d’une transmission trés 
élevée (0,8) par les radiations de fluorescence, tandis que l’en- 
semble est pratiquement opaque aux radiations visibles et infra- 
rouges qui accompagnent toujours le rayonnement UV que ]’on se 
propose de mesurer. 

Il reste toutefois deux faibles bandes, l’une vers 3900 A, 


Courbe A = Sensibilité - valeurs reletives 


Courbtes Bet C = Facteurs de transmission 


\ 62 to) ee es 
| yy, : S Loneveurs dtonde en p 

ail ne ty a Ee Tee, 1 ee ee | 
0,2 0,4 06 0,8 1 1,2 
Fic. 2. — Courbes spectrales : A, sensibilité de la cellule au sélénium; 


B, transmission du verre Corning 9863; C, transmission du verre Katathermic. 


lautre vers 7000 A correspondant respectivement a des trans- 
missions de 0,004 et 0,007 qui suffisent a entrainer une réponse 
électrique notable, d’ailleurs facile & contréler, lorsqu’on expose 
l'appareil & une lumiére intense. En revanche, la réponse reste 
insignifiante a l’égard d’un éclairement modéré, notamment a 
’égard des radiations visibles et infrarouges émises par les 
lampes germicides, ce qui comporte un double avantage : celui 
de doser le rayonnement ultraviolet par une mesure directe et 
non plus par différence, et celui de pouvoir opérer dans un local 
modérément éclairé, sans faire l’obscurité. Une transmission plus 
exclusive encore de la bande de fluorescence serait assurée en 
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remplacant le verre Katathermic par un filtre interférentiel conve- 
nablement choisi. Cette solution a da étre abandonnée pour deux 
raisons. En premier lieu, la transmission maximum de ce filtre 
est trop faible, en sorte que le dosimétre ne posséde alors plus 
une sensibilité suffisante pour étre ulilisable avec un micro- 
ampéremétre ordinaire. En second lieu, la position spectrale de 
la bande de transmission varie avec l’incidence des rayons. L’éta- 


- valeurs relatives 


Courbe B = rendement de fluorescence = valeurs relatives 


Courbe A - Emission de fluorescence 


0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 
Longueurs d'onde en pp 


Fic. 3. — Courbes spectrales : A, distribution de l’énergie dans le rayonne- 
ment de fluorescence de la willémite; B, rendement de fluorescence de la 
willémite. 


lonnage du dosimétre ne serait alors valable que pour une inci- 
dence donnée. Or, lun des avantages que l’on peut demander a 
cet appareil est précisément de mesurer des flux sous diverses 
incidences. 


d) La coucHE FLUORESCENTE. — Nous avons déterminé d’abord 
la composition spectrale du rayonnement de fluorescence de la 
willémite (fig. 8, courbe A), en projetant ce rayonnement sur la 
fenétre d’entrée d’un puissant monochromateur double a optique 
de verre, et en utilisant comme récepteur un multiplicateur 
d’électrons dont la sensibilité spectrale avait été préalablement 
déterminée. On notera (fig. 2 A et 3 A) que la lumiére de fluores- 
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cence correspond dans le spectre au maximum de sensibilité de ta 
cellule au sélénium. 

Nous avons ensuite mesuré le rendement de fluorescence de 
notre couche de willémite entre 2000 et 4000 A (fig. 3, courbe B). 
L’excitation prend naissance vers 3400 A, reste trés faible jusque 
vers 3000 A, puis s’éléve rapidement pour alteindre son maximum 
a 2520 A ot le rendment absolu atteint 5,3 p. 100. A partir de 
la, le rendement quantique de fluorescence reste constant, ainsi 


100 


1 T = ‘ 
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Fic. 4. — Courbe spectrale de sensibiliteé du dosimétre. 


qu'on pouvait s’y attendre, la courbe devenant une droite passant 
par Vorigine des longueurs d’onde. 


e) DostubrrE compet. — Nous avons enfin déterminé direc- 
tement la courbe spectrale de sensibilité de l'appareil complet. 
Cette courbe (fig. 4) montre clairement la grande sensibilité de 
l'appareil dans Je domaine des rayons ultraviolets, et l’absence 
presque totale de sensibilité a l’égard des radiations étrangéres 
a ce domaine. 


III. — EvratonnacE EN UNITES ENERGETIQUES. 


Les éclairements énergétiques usuels que l'on est appelé 4 
mesurer s’échelonnent entre 10 et 1000 uwatts cm—? (A 2587). 


DOSAGE DES RAYONNEMENTS ULTRAVIOLETS 184 


L’appareil ainsi constitué donne, pour un _ eclairement de 
200 wwatts cm—*, un courant photoélectrique de 5 4 10 pampéres, 
soit la déflexion totale de Vaiguille d’un microampéremétre 
portatif ayant une résistance intérieure de l’ordre de 2.000 ohms. 
Une étude préliminaire a montré que si l’on ne dépasse pas la 
valeur précédente de 200 uwatts cm—?, correspondant a la pleine 
sensibilité de Vappareil de mesure, le courant photoélectrique 
varie quasi linéairement avec l’éclairement, et la cellule ne mani- 
feste pas de fatigue pendant la durée d’une lecture normale. On 
a donc avantage a ne pas dépasser cette valeur de |’éclairement, 
Pour les valeurs plus élevées, telles qu’on en observe 4 courte 
distance des sources, on diaphragmera l|’ouverture du dosimétre 
dans un rapport connu (1/5). Enfin, pour des éclairements trés 
faibles a grande distance des sources, on fera une mesure a 
distance moindre et lon appliquera la lo. de l’inverse carré, 
laquelle joue praliquement pour les distances supérieures a la 
plus grande dimension de la source. 

Etant donné la résistance intérieure élevée de la cellule, qui 
est d’environ 2 800 ohms, la sensibilité du dispositif diminue peu 
lorsque la résistance du circuit de mesure s’éléve jusqu’a quelques 
milliers d’ohmis. La figure 5 donne les courbes d’étalonnage d’un 
méme dosimétre pour trois circuits de mesure dont les résistances 
sont respectivement 100, 1000 et 3000 ohms. Ceci permet d’uti- 
liser des microampéremétres portatifs de type courant. 

Pour calibrer un dosimétre en unités énergétiques, nous avons 
calibré d’abord une lampe germicide de référence qui nous sert 
depuis lors d’étalon primaire. A cet effet nous avons utilisé trois 
sources dont l’émission nous était connue quant 4 la distribution 
spectrale et aux valeurs absolues de l’énergie, A savoir: une 
lampe a filament de carbone étalon du Bureau of Standards de 
Washington, un corps noir constitué par une petite ouverture 
pratiquée dans la paroi d’un four de grand volume et de tempé- 
nature connue (2), enfin une puissante lampe a vapeur de 
mercure a pression moyenne précédemment étalonnée par |’un 
de nous [6]. Ces sources ont permis |’étalonnage précis d’une 
thermopile au moyen de laquelle les radiations UV les plus 
intenses, et en particulier 1 2537, provenant de la lampe UV 
& pression moyenne étalon ont été mesurées a la sortie d’un 
monochromateur. Cette mesure a fourni la transmission de cet 
appareil pour 4 2537 dans des conditions géométriques données 
du faisceau. Au moyen d’un récepteur plus sensible (cellule 
photoélectrique au potassium hydruré recouverte d’une couche 


(2) Ce corps noir a été aimablement mis 4 notre disposition par !e 
Laboratoire de Recherches de la Société du Gaz de France, dont nous 
remercions le directeur, M. Gouffé. 
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de salicylate de sodium, c/. [4]), nous avons alors comparé, a la 
sortie du monochromateur, les intensités de la rate 2537 A 
données par la lampe précédente et par la lampe germicide 
disposées dans les mémes conditions géométriques. D’ou lon 
a déduit l’éclairement énergétique au niveau de la fente d’entrée 
du monochromateur. Finalement, notre lampe germicide étalon 
donne, a une distance de 1 m, un éclairement énergétique égal a : 


80 4 pwatts cm? (), 2337 A). 


Cette source a ensuite permis d’étalonner le dosimétre et de 


4 100 200 
9 —— 
Avec diephregme réducteur de sensibilité - microwetts em72 
S508 


microsmpéres 


‘ 


Pleine ouverture microwatts em72 


fe) a= : ames ————— ee 
{0} 20 40 60 80 LG, 
Fic. 5. — Fiche d’étalonnage du dosimétre en unités énergétiques. 


joindre a celui-ci une « fiche d’étalonnage » donnant I’éclairement 
énergélique en fonction du courant photoélectrique exprimé en 
wampéres (fig. 5). 

Si l'appareil est utilisé correctement (faible débit, température 
ordinaire, absence d’humidité, propreté du verre Corning servant 
de fenétre, absence de solarisation de ce verre), l’étalonnage pré- 
cédent semble devoir rester valable pendant longtemps. En effet, 
l’étalonnage d’un appareil de ce genre mis en service dans notre 


laboratoire n’a pas varié au cours d’une année d’utilisation quasi 
quotidienne. 
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IV. — UN TEsT BIOLOGIQUE. 


Il peut étre utile de disposer d’un test biologique fournissant 
une réponse quantitative 4 un rayonnement germicide. En 
Vabsence de dosimétre, ce test peut permettre d’évaluer approxi- 
mativement l’intensité du rayonnement qu’on utilise ; par ailleurs 
il peut servir de garde-fou contre les écarts imprévus d’un 
dosimétre détérioré, 

De tous les tests connus, le plus simple et le plus str est fourni 


SURVIE 
1 


ergs mm 


Fic. 6. — Courbe d’inactivation des bactériophages T2 et C16 
par la radiation 2537 A. 


par Jl’inactivation d’un bactériophage. Les phages sont trés 
stables au cours des années; dans des conditions données 
d’entretien, ils présentent une sensibilité trés constante aux 
rayons UV; enfin, la détermination de leur activité est favorable 
4 des mesures quantitatives précises. La figure 6 donne la courbe 
de survie du phage T2, actif sur E. coli, souche B, irradié en 
suspension dans l’eau_ bidistillée. Cette courbe représente la 
moyenne de plusieurs expériences concordantes effectuées dans 
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des conditions de dosage spécialement rigoureuses. On _ peut 
considérer qu’a =-5 p. 100 prés: 


Au taux de survie de 10~* correspond une dose de 200 ergs mm~* ) pour ? 
Au taux de survie de 10-* correspond une dose de 360 ergs mm~* § 2537 A. 


Le phage C16 actif sur B. dysenteriae Flexner, souche Y6R, 
donne exactement les mémes résultats. 

On remarquera que les résultats antérieurs de Latarjet et 
Wahl [7] sur C16 (220 ergs mm? pour une survie de 10—*) et 
de Luria et Latarjet [9] sur T2 (230 ergs mm —* pour une survie 
de 10—*) concordent bien avec la présente figure établie dans des 
conditions plus stres. 
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INCIDENCE DES TYPES BIOCHIMIQUES 
PARMI LES TYPES BACTERIOPHAGIQUES 
DE SALMONELLA TYPHI 


Par Marie PAVLATOU et Pierre NICOLLE (’). 


(U/nstitut Pasteur, Service du Bactériophage.) 


INTRODUCTION. 


Les méthodes qui permettent de diviser une espéce  bacté- 
rienne en types au moyen d’une série de bactériophages appro- 
priés (lysotypie ou phage typing) sont aujourd’hui de plus en 
plus utilisées. Elles sont appliquées couramment aux staphylo- 
coques, aux streptocoques, a certaines Shigella (Sh. sonnei), aux 
bacilles diphtériques et a plusieurs Salmonella. Chez ces 
derniéres, les résultats les plus intéressants ont été obtenus avec 
les espéces S. typhi et S. paratyphi B. 

Pour S. typhi, qui nous intéresse seule ici, on emploie des 
phages spécifiques de ]’antigéne Vi (phages Vi). Sont done carac- 
térisables exclusivement les cultures qui contiennent ce facteur 
(méthode de Craigie et Yen, 1938, complétée par Craigie et Felix, 
1947). 

Actuellement, on sait reconnaitre 29 lysotypes parm: les bacilles 
Dy OueTseAt Det Coe Das 1), Die Dy, By ig, ant a 
Sree ft he i la MegN LO, db c0y Onto le cor eb oo), UL). 

A de trés rares exceptions prés, ces types bactériophagiques 
(lysotypes) sont stables : chez un malade ou chez un porteur de 
germes, pendant toute la durée de la maladie, de la convales- 
cence et du portage, les bacilles isolés appartiennent au méme 
type, de méme que les bacilles obtenus dans tous les cas qui 
reconnaissent une origine commune. 

Cette stabilité confére a la lysotypie une valeur diagnostique 


(*)Société Francaise de Microbiologie, séance du 7 mai 1953. 

(1) Au moment de la correction des épreuves, nous apprenons du 
D" Felix que trois nouveaux lysotypes de S. typhi, les types 30, 31 et 
32, seront proposés au Comité de la Lysotypie des Bacilles typhiques 
et paratyphiques B qui doit se réunir pendant le Congrés Inter- 
national de Microbiologie en septembre 1953 4 Rome. 
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certaine et un incontestable intérét en épidémiologie. Cette méthode 
permet aussi bien le dépistage des sources de contamination que 
l'étude de I’évolution des épidémies et des endémies typhoidiques 
dans une région, dans un pays, et méme sur tout un continent. 


Ls LIMITES DE LA LYSOTYPIE. 


Lorsque les types de S. typhi. présents dans un pays sont 
variés et suffisamment bien répartis, la lysotypie de Craigie et 
Felix peut rendre de grands services. Ces conditions idéales ne 
se rencontrent malheureusement pas toujours. Dans de nombreux 
pays, sur une quinzaine de types en présence, l’un d’entre eux 
est prédominant : le type A en Angleterre (Felix 1950), le type © 
en France en 1949-1950 (Nicolle et Jude, 1951), le type E, en 
Italie (de Blasi et Buogo, 1952), en Afrique du Nord, aux Etats- 
Unis, etc., le type F, en Iran, le type T en Turquie (Nicolle, 
Hamon et Edlinger, 1953). 

Dans d’autres régions, les types sont trés peu nombreux 
(2 ou 8) : A et C en Israél (Olitzki et collab., 1948), A et E, en 
Afrique noire, souvent avec une nette prédominance de l'un 
d’eux : E, dans l’ouest du Congo Belge, A dans l’est de cette 
colonie (van Oye et Nicolle, 1953), et au Cameroun. 

Cette répartition trés inégale des types dans certains pays 
offre un grand intérét théorique du point de vue de |’épidémio- 
logie générale. I] faut recdnnaitre, en revanche, qu’elle dte a la 
lysotypie une grande partie de son intérét pratique : la rencontre, 
chez des malades vivant en voisinage, d’un type exclusif ou 
fortement prédominant dans la région ne prouve nullement qu’ils 
Se sont contaminés entre eux ou qu’ils ont contracté l’infection 
a la méme source. 

Pour que la lysotypie retrouve toute sa signification, il faut que 
la chance se méle de fournir, chez les malades suspects de s’étre 
contaminés au méme foyer, des bacilles d’un type rare — ce qui 
autorise a affirmer la communauté de contagion — ou bien encore 
que certains individus éliminent un bacille du type prépondé- 
rant et d’autres un bacille d’un type rare — ce qui exclut toute 
relation épidémique entre les deux groupes de cas. 

Ces éventualités favorables sont évidemment d’autant plus rares 
que la prédominance d’un type sur les autres est plus marquée 
dans le pays. 

D’autre part, dans l'état actuel de la méthode, un certain 
nombre de cultures Vi positives, variables suivant les pays (de 
9415 p. 100, et quelquefois davantage) ne sont sensibles a aucun 
des phages ulilisés pour la lysotypie. Ces cultures non caracté- 
risables sont cependant lysées, dans la trés grande majorité des 
cas, par les phages Vi I et IV employés pour le contréle de leur 
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état Vi. Elles forment un groupe qui se comporte comme un 
véritable type. Il en a la stabilité et la constance, donc la valeur. 
Parfois méme, il a lui aussi l’inconvénient d’étre trop fréquent. 
Plusieurs auteurs le désignent sous le nom de groupe I + IV, 
laissant ainsi sous-entendre qu'il est formé de quelques types 
pour lesquels on ne posséde pas actuellement de phages spéci- 
fiques. 


EssaIs D’AMELIORATION DE LA LYSOTYPIE DE « S. TYPHI ». 

Pour remédier aux inconvéntents dus au manque de diversité 
ou a la distribution disproportionnée des types dans certaines 
régions, il a été proposé d’adjoindre a la lysotypie deux sortes 
d’épreuves complémentaires : la recherche des différences de 
sensibilité & un phage ou a une série de phages, Vi ou non Vi, 
et la recherche des différences du pouvoir fermentaire, parmi les 
cultures appartenant a4 un méme type. 

Nous laisserons de cdté les lysotypies auviliaires (Nicolle, 
Pavlatou et Diverneau, 1953), qui doivent faire l’objet d’un 
mémoire prochain dans ces Annales, pour consacrer le présent 
travail a la démonstration du gain appréciable de précision qu’on 
oblient souvent lorsqu’on compléte la lysotypie classique par la 
détermination des caractéres biochimiques des cultures. 


LrS TYPES BIOCHIMIOQUES DE [KRISTENSEN (BIOTYPES). 


Kristensen, 1926, 1938, a montré que les bacilles typhiques se 
répartissent en trois types, d’aprés leurs caracteres fermentatifs 

Certaines cultures, les plus nombreuses (biotype I), font 
fermenter le xylose, mais non l’arabinose. D’autres (biotype II,) 
sont sans action sur les deux sucres. Enfin, un trés petit nombre 
(biotype III) les attaquent tous les deux. 

De Blasi et Buogo, 1952, admettent l’existence d’un biotype IV, 
encore plus rare, qui est doué du pouvoir fermentaire vis-a-vis de 
Varabinose seul. 

D’aprés Kristensen, 1938, les trois premiers types fermentatifs 
sont stables. Ils présenteraient par conséquent un grand intérét 
en épidémiologie. 

Cette opinion, généralement admise, est contredite toutefois 
par quelques auteurs, parmi lesquels <Attimonelli, 1947, Reul, 
1949, et de Blasi et Buogo, 1952. 

Méme si l’on admet que les types de Kristensen sont constants, 
la trop grande inégalité de leur distribution ne permet de tirer 
parti qu’assez exceptionnellement des renseignements donnés par 
cette épreuve : sur 2118 cultures de S.typhi, Kristensen a trouvé 


7 = 


mille six cent soixante-huit fois le type I (77,7 p. 100), quatre 
Anniles de UInstitut’ Pasteur, t. 85, n° 2, 1983. 13 


188 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


cent quarante-neuf fois le type II (21,1 p. 100) et une seule fois 
le type III (0,046 p. 100). Too 

Jude et Nicolle, 1949, ont établi, pour 280 cultures originaires 
de France, d’Afrique du Nord, d’A.O.F., d’Indochine et de 
Nouvelle Calédonie, Ja distribution suivante : type I: 234 
(83,5 p. 100) ; type II : 85 (12,5 p. 100); type IIL: 11 ( p. 100). 

Buczowski et Lachowicz, 1950, ont examiné 1 007 cultures de 
S. typhi isolées en Pologne (région de Gdansk et Gdynia) : ils 
ont rencontré le type I dans 72,4 p. 100; le type HU dans 
21,9 p. 100; le type III dans 0,89 p. 100 et des cultures de réac- 
lion atypique ou douteuse dans 0,69 p. 100 des cas. 

De Blasi et Buogo, 1952, sur 312 cultures de S. typhi isolées 
en Italie centrale, de mars 1950 A mai 1951, ont obtenu deux 
cent quinze fois le type I (69 p. 100) ; soixante fois le type H 
(19,2 p. 100); trente-quatre fois le type III (10,8 p. 100) et trois 
fois le type IV (0,9 p. 100). 


RESULTATS DE NOTRE EXPERIMENTATION. 


a) REPARTITION GLOBALE DES TYPES BIOCIIIMIQUES DE S. TYPHI. — 
A notre tour, nous avons examiné le pouvoir fermentatif sur le 
xylose et l’arabinose de 1 069 cultures de S. typhi, isolées entre 
1951 et 1953 dans différents pays d’Europe (Allemagne, Autriche, 
France, Gréce, Turquie), d’Afrique du Nord (Algérie, Tunisie, 
Maroc), d’Afrique noire (A.O.F., Cameroun, Congo Belge, Mada- 
gascar). d’Asie (Iran, Indochine), d’Amérique (Martinique, Guade- 
loupe, Venezuela). 

Nos résultats globaux, pour toutes ces cultures de provenances 
trés diverses, ont été les suivants : 767 cultures appartenaient au 
type I (71,7 p. 100), 290 au type II (27,1 p. 100), 9 au type III 
(0,84 p. 100) et 3 au type IV (0,28 p. 100). 

Dans Vensemble, nous pouvons confirmer la grande inégalité 
de distribution des trois premiers types biochimiques de S. typhi 
signalée par tous les auteurs : le type I prédomine trés large- 
ment ; le type Il est beaucoup moins fréquent ; le type III est 
exceplionnel. 

Nos résultats different cependant quelque peu de ceux qui ont 
été publiés antérieurement : ainsi notre pourcentage des cultures 
du type II est sensiblement plus élevé. Cela tient sans doute a 
ce que notre matériel bactériolog:que comprenait une proportion 
assez importante de cultures appartenant au lysotype M (Indo- 
chine), qui, nous le verrons plus loin, sont exclusivement du 
type II, alors que ce lysotype M n’était pas représenté dans les 
lots de cultures de nos prédécesseurs. 

Notre pourcentage du type III est voisin de celui des auteurs 
polonais. Il est beaucoup plus faible que celui des Italiens. 

Enfin, nous confirmons l’existence d’un type IV, signalé pour 
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la premiére fois, semble-t-il, par de Blasi et Buogo 1952. Toute- 
fois la proportion que nous avons oblenue avec nos cultures est 
sensiblement plus faible que celle qui est indiquée par ces 
derniers. 


b) DistripuTIoN GEOGRAPHIQUE DES TYPES BIOCHIMIQUES DE 
S. TypH1. — On trouvera dans le tableau I la répartition des 
4 types biochimiques de S. typhi dans les différents pays d’origine 
de nos cultures. 


Tasieau I. — Distribution géographique des types biochimiques 
de Salmonella typhi. 
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Ce tableau nous montre qu’on a pu identifier : les 4 types 
dans les lots de cultures provenant d’Autriche (224), de France (93) 
et de Tunisie (107); 3 types (I, II et Il) parmi les cultures 
isolées 4 Madagascar (15) ; 2 types (I et II) parmi les 543 cultures 
originaires d’Allemagne (79), de Gréce (26), de Turquie (8), 
d’ Algérie (28), d’A.O.F. (13), du Cameroun (80), du Congo 
Belge (80), d’Iran (42), d’Indochine (230), de la Guadeloupe (7) ; 
et un seul type, soit le type I dans les cultures recues du Vene- 
zuela (18) et de la Martinique (5), soit le type II pour les 
4 cultures du Maroc. 

Le nombre des cultures recues est trop faible, dans beaucoup 
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de cas, pour autoriser A tirer des conclusions valables sur la 
distribution des types suivant les régions. 

Cependant, on ne manquera pas de remarquer que ce nest pas 
toujours pour les pays le mieux représentés que nous avons 
trouvé Je plus grand nombre de types : ainsi les 230 cultures 
d’Indochine n’appartiennent qu’&A 2 types (types I et II), tandis 
que les 15 cultures de Madagascar se répartissent en 3 types. 

Il y a la, croyons-nous, une indication intéressante sur la 
diversité de la distribution des types biochimiques de S. typhi 
dans les différents pays et un encouragement a continuer |’étude 
de cette question. 


STABILITE ET CONSTANCE DES TYPES BIOCHIMIQUES. 


Dans tous les cas, sans aucune exception, ot la notion de foyer 
épidémique a pu étre établie avec certitude, les bacilles isolés 
appartenaient, non seulement au méme type bactériophagique, 
mais aussi au méme type biochimique. 


Voici quelques exemples parmi de nombreux autres 
(tableau II) : 


TasLeiu Il. — Quelques exemples de constance des biotypes 
de S. typhi dans d«s foy-rs 6, idémiques (2). 


Origine 


Nombre 
ce 
cultures 


Expéciteurs Lysotype | Biotype 


Oswestry Dr.Feiix 8 A 
Welshpool p 3 A 
Massa de Blasi re A 
Asmara " 4 A 
S.Marino n 2 A 
Chamblee Dr.Ecwerds 2 A 
Lansing Dr.Ferguson 3 A 
St.Nazaire Dr.You 3 A 
Tunis Dr.G.Renovx 3 A 
Katwa Dr.Van Oye 4 A 
Butenbo n 2 A 
Salford Dr.Feiix q 

Chamblee Dr. Edwards 4 z 
Bruxelles Dr.Beumer 4 EI 
Wuppertal Dr.Preuss e Er 
Lansing Dr.Ferguson 2 FI 
Wuppertal Dr.Preuss 3 FY 
Richmond Dr.Feiix 4 N 
Cap Bon Dr.G.Renoux a (9) 
Truro Dr.Felix 9 uit 
| Nice Dr.Rebini if ItIvV 


(2) Nous adressons 4 nos collégues francais et étrangers nos sincéres 
remerciements pour leurs envois de cultures de S. typhi et pour les 
renseignements épidémiologiques concernant ces cultures. 
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D’autre part, comme nous le verrons plus loin, les cultures de 
certains types bactériophagiques se sont montrées homogénes ou 
presque homogénes dans leur pouvoir fermentatif : lysotype M : 
50 cultures du type II; lysotype D, : 10 cultures du type I; 
lysotype G : 14 cultures du type I; lysotype C : 43 cultures du 
type I et 1 culture seulement du type II. 

Ces résultats sont done en parfait accord avec Jl’opinion 
exprimée par Kristensen, Olitzki, Jude et Nicolle, et Felix et 
Anderson, 1952, sur la constance, donc sur la valeur épidémiolo- 
gique des types fermentatifs de S. typhi. Nous ne nous sommes 
jamais trouvés en présence d’un cas semblable a celui relaté par 
de Blasi (dont il sera question plus loin). 

A plusieurs reprises, il est vrai, nous avons observé des virages 
dans les tubes de xylose et d’arabinose (type III) pour des 
cultures qui, d’aprés les renseignements épidémiologiques 
n’auraient pas di attaquer ce dernier sucre (type I). Dans tous 
ces cas, nous avons pu constater que les cultures étaient conta- 
minées par un autre germe. Aprés purification, elles ont donné 
les réactions du type I. 

En présence de ces résultats, 11 nous semble que la détermi- 
nation des types biochimiques de S. typhi présente, méme utilisée 
seule, un intérét évident en épidémiologie, sauf dans quelques cas 
particuliers (certains lysotypes homogénes dans leurs caractéres 
fermentatifs, certains pays 4 prépondérance presque exclusive du 
type I). 

Cet intérét ne peut évidemment qu’augmenter lorsqu’on emploie 
la méthode biochimique en combinaison avec la lysotypie. 


MrTHODE BIOCHIMIQUE CONJUGUEE AVEC LA LYSOTYPIE. 


Olitzki et coll., 1948, 1949, semblent avoir été les premiers 
a mettre en pratique cette combinaison. Ils ont modifié du reste 
la méthode de Kristensen par ]’adjonction du glycérol, du sorbitol, 
du citrate et du d.tartrate, ce qui leur a permis de distinguer non 
plus 3, mais 6 types fermentatifs. 

Jude et Nicolle, 1949, ont également utilisé la méthode de 
Kristensen en conjugaison avec la lysotypie. Leurs résultats ont 
été satisfaisants. 

De Blasi et Buogo, 1952, ont observé la coexistence des 4 types 
fermentatifs parmi les 24 cultures du type E, isolées dans un 
foyer (épidémie de Peccioli). Ils en ont conclu que Ja méthode 
n’avait qu’une faible valeur épidémiologique. 

Felix et Anderson, 1951, ont préconisé l'utilisation de la 
méthode biochimique pour compléter la lysotypie dans les cas 
de foyers a lysotypes communs. 
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DISTRIBUTION DES TYPES BIOCHIMIQUES PARMI LES LYSOTYPES. 


Lysotype A. — Sur 1 069 cultures de S. typhi originaires des 
pays énumérés plus haut, nous en avons trouve 220 qui appar- 
tenaient au type bactériophagique A. Parmi ces 220 cultures du 
type A, 128 avaient les caractéres biochimiques du type I de 
Kristensen (58,1 p. 100), 89 ceux du type II (40,4 p. 100), 1 ceux 
du type III (0,45 p. 100) et 2 ceux du type IV (0,9 p. 100) [voir 
la figure 1 au paragraphe « Discussion »}. 

Le lysotype A est done hétérogéne dans ses propriétés fermen- 
tatives. I] apparait donc, étant donné d’une part la fréquence du 
type A dans beaucoup de pays, en particulier en Angleterre et 
en Afrique, et d’autre part la répartition relativement satisfaisante 
des biotypes parmi les cultures de ce lysotype, qu'il y a tout 
bénéfice & compléter la lysotypie de ce type par l’épreuve biochi- 
mique. 

Lysotype C. — Sur les 44 cultures du lysotype C, 43 appar- 
tenaient au biotype I (97,7 p. 100) et 1 seule au biotype I 
(2,2 p. 100). 

Jude et Nicolle, 1949, avaient noté une semblable quasi unifor- 
mité fermentaire pour ce lysotype (16 cultures du type I pour 
tL seule du type II). 

Si cette particularité du lysotype C se confirme par la suite 
(remarguons qu’aucun autre auteur ne l’a mentionnée), i] est 
évident que la méthode biochimique ne pourra ajouter aucun 
renseignement complémentaire 4 la lysotypie dans ce cas. 

Lysotype D,. — Sur 54 cultures de ce type, 53 appartenaient 
au biotype I (98 p. 100) et 1 seule au biotype III (1.8 p. 100). 
Notons pour ce lysotype la quasi uniformité fermentaire et 
VPabsence du type II. 

Lysolypes D,, D, el Ds. — Les 10 cultures du lysotype D,, les 
6 cultures du lysotype D,, les 2 cultures du lysotype D, appar- 
tenaient au biotype I. 

Lysotype D,. — Sur 8 cultures de ce type, 6 élaient du type I, 
2 du type II. 

Lysotype E,. — 254 cultures du lysotype E, venant d’une dou- 
zaine de pays ont été étudiées, 240 étaient du type I (94,4 p. 100), 
9 du type IL (3,5 p. 100) et 5 du type HI (1,9 p. 100). 

Celle prépondérance du biotype I parmi les cultures du lyso- 
type E, avait été notée par Jude et Nicolle, 1949, et “par 
Buezowski ct Lachowiez, 1950; de Blasi: et Buogo, 1952, pour 
100 cultures du type E,, en ont trouvé 70 du biotype T, 8 du 
biotype II, 20 du biotype TH et 2 du biotype IV. 

Nos résultats montrent que la méthode bidchimique est prati- 
quement impuissante 4 subdiviser le lysotype E,. 

Celle constatalion est assez regrettable, car ce lysotype est 
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Yun des plus communs et ]’un des plus ubiquitaires et sa subdi- 
vision aurait été extrémement utile. 

Lysotype F,. — Sur 63 cultures de ce type, 62 étaient du type I 
(98,4 p. 100) et 1 du type II (1,5 p. 100). 

Lysotype F,. — Les 2 cultures étaient du type I. 

Lysotype G. — Les 14 cultures étaient du type I. 


Lysotype J. — Sur 14 cultures, il y en avait 12 du type I et 
2 du type II. 

Lysotype L,. — Sur 5 cultures, 4 étaient du type I et 1 du 
type II. 


Lysoltype M. — Les 50 cultures de ce type provenant d’Indo- 
chine (Saigon et Hanoi) appartenaient au seul biotype II 
(100 p. 100). 

Dans ce cas, la méthode biochimique n’a aucune utilité. 

Lysotype N. — Sur 24 cultures, le type I a été rencontré 9 fois 
(37,5 p. 100) et le type II 15 fois (62,5 p. LOO}. 

I] convient de souligner ici le renversement de la prépondérance 
en faveur.du type II (noté également par les auteurs polonais), 
et en méme temps, l’utilité de la méthode biochimique dans Je 
cas du lysotype N. 

Lysotype N + D, (variété du type N). — Sur 29 cultures, on 
en a trouvé 15 du type I (51,7 p. 100) et 14 du type HI 
(48,2 p. 100). 

La encore, la méthode biochimique peut rendre de grands 
services en raison de la répartifion presque égale des deux 
biotypes. 

Lysotype O. — 21 cultures du type O se sont trouvées répar- 
ties en 5 cultures du biotype I (23,8 p. 100) et 16 cultures du 
biotype II (76,1 p. 100). Mémes remarques que pour le type N. 

Lysotype T. — Sur 34 cultures, on a identifié 19 fois Je type } 
(55,8 p. 100) et 15 fois le type IT (44,1 p. 100). La methode biochi- 
mique doit donner ici encore des résultats intéressants. 

Lysotypes 27 et 28. — 1 seule culture du type 27 était du 
type I; 5 cultures du type 28 éta:ent du type II. 

Lysofype 29. — Sur 13 cultures, 8 étaient du type I (61,5 p. 100) 
et 5 du type II (88,4 p. 100). 

Groupe I + IV. — Sur 145 cultures de ce groupe (cultures Vi 
non caractérisables), 102 donnaient les réactions du type I 
(70,3 p. 100), 42 celles du type II (28,9 p. 100) et 1 seule celles 
du type III (0,68 p. 100). 

Ce groupe, l’un des plus importants 4 subdiviser, peut donc 
bénéficier de la méthode biochimique. 

Cultures Vi-dégradées. — Sur 42 cultures donnant des réac- 
tions hétérologues trés fortes avec de nombreux phages (cultures 
Vi-dégradées, Felix, 1951), 18 étaient du type I (42,8 p. 100), 
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22 du type II (2,3 p. 100), 1 seule du type III (2,3 p. 100) et 
1 seule aussi du type IV (2,3 p. 100). 

En conclusion, bien que certains lysotypes semblent présenter 
des réactions biochimiques trés homogénes (types (GI p he aie 
M, etc.), beaucoup d’autres sont suffisamment hétérogenes pour 
bénéficier de la méthode biochimique (types A, D,, Li, N, 
N+D,, 0, T, 29, groupe I+I1V, cultures Vi-dégradées). 


TF’ REQUENCE DES TYPES BIOCHIMIQUES 
PARMI LES CULTURES D UN LYSOTYPE ISOLEES DANS UN MEME PAYS. 


Parmi les cultures du type A provenant de certains pays, la 
totalité ou la presque totalité appartenaient au biotype I (Indo- 
chine, Venezuela, Algérie, Martinique) ou au type I (Madagascar- 
A. O. F., Cameroun, Gréce) ou encore elles se répartissalent assez 
également entre ces deux types (Allemagne, France, Autriche, 
Congo Belge, Tunisie). 

Pour le type D,, la grande majorilé des cultures d’Autriche 
étaient du type I, alors que 2,5 p. 100 étaient du type II. 

Pour le type C, nous l’avons vu, la presque totalité des cultures, 
quelle que soit leur provenance, étaient du biotype I. Il en a été 
presque de méme pour le type E,: les cultures du type E, de 
certains pays semblent n’appartenir qu’au type I (Indochine, 
Allemagne, Gréce). Pour d'autres pays, on a trouvé cependant 
une certaine proportion du type IL (Guadeloupe, France, Congo 
Belge) et aussi du type III (Autriche, Tunisie). Le type III, parmi 
les cultures tunisiennes du lysotype E,, semble assez fréquent 
(11,4 p. 100). 

Pour le type F,, dans la plupart des pays, toutes les cultures 
appartenaient au biotype I, exception faite pour I’ Indochine. 

Toutes les cultures du type G appartenaient au type I. 

Pour le type J, les cultures d’Indochine étaient toutes du type I, 
celles de Tunisie (2) étaient du type II. 

Toutes les cultures du type M d’Indochine sont du type II. 
Nous n’avons jamais trouvé ce lysolype dans d’autres pays. 

Les cultures du type N venant d’Indochine, d’Autriche, de 
Groce étaient toutes du type II. Celles que nous avons recues 
d’Iran étaient en majorité du type I. 

. Pour la variété N + D, du type N, les cultures d’Indochine 
étaient toutes du type I, celles d’Allemagne, d’Autriche, de Tunisie 
élarent toutes du type II. Celles de France étaient en majorité 
du type Il. 

bei in ee est a HORE ae 
ha France, les 2 seules sees du type O es A ves eens 
les 11 cultures de Tunisie étaient a f Aik nod coer 

dusty peri! 
Les cultures du type T étaient toutes du type I en Indochine 
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et en Turquie. En France et en Tunisie, elles se répartissaient 
entre le type I et le type II. En Iran, les 2 cultures de ce type 
étaient du type II. 

‘Les cultures du type 29 étaient soit du type I, soit du type II 
en Indochine, en Allemagne et en Autriche. Une culture provenant 
d’Algérie, une autre de Gréce étaient du type II. 

Les cultures du groupe I + IV étaient toutes du type I en 
A. O.F., au Cameroun, au Venezuela, en Gréce et toutes du 
type IT a Madagascar, au Maroc, en Algérie. 

Le type I prédominait sur le type IL en Indochine, au Congo 
Belge, en Tunisie et en Iran. Le type I prédominait sur le 
type III en France. Le type I prédominait sur le type I en 
Allemagne et en Turquie. Les deux types I et II s’équilibraient 
approximativement en Autriche. 

Enfin, pour le groupe des cultures Vi-dégradées, le type I 
existait seul parmi les cultures venant du Cameroun, tandis qu’il 
prédominait sur le type II en Indochine et en Gréce. Le type II 
prédominait sur le type I en France. ‘Les cultures isolées en 
Tunisie se répartissaient entre les types I, II et III avec prédo- 
minance du type II. Celles d’Autriche, entre les types I, II et IV 
avec prédominance du type II. 


Discussion. 


La lysotypie du bacille typhique présente avant tout, on le sait, 
un intérét épidémiologique. Grace a elle, il est possible, en de 
nombreuses circonstances, d’affirmer la filiation contagieuse 
entre des malades voisins hébergeant des bacilles du méme type 
ou, au contraire, d’exclure toule communauté de contamination 
entre eux si leurs bacilles sont de types différents. 

I] arrive malheureusement souvent que les lysotypes de S. typhi 
soient trés peu nombreux dans une région — c’est ce qui se pro- 
duit par exemple en Afrique noire ot on n’observe guére que 2 ou 
2 types —, ou bien que l’un des types prédomine fortement sur 
tous les autres : c’est le cas pour l’Angleterre ot le type A est 
tres commun et pour la France oti, en 1949-1950, plus de 40 p. 100 
des cultures recues appartenaient au type C. 

Dans de tels cas, les résultats de la lysotypie risquent d’étre 
sans ulilité épidémiologique. 

Cependant, pour tenter d’accroitre l’efficacité de la méthode, 
divers auteurs (Olitzki, Jude et Nicolle, Buczowski et Lachowicz, 
de Blasi et Buogo, Felix et Anderson) ont suggéré de leur 
adjoindre une épreuve biochimique : la recherche de propriétés 
fermentatives des cultures a l’égard du xylose et de l’arabinose. 
Kristensen avait décrit 3 types, de Blasi et Buogo en ont signalé 
un quatriéme. 
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A notre tour, nous avons appliqué la détermination des biotypes 
de S. typhi en conjugaison avec la lysotypie sur plus de 
1000 cultures provenant de nombreux pays. st 

Nos résultats nous permettent d’apporter les précisions sul- 
vantes : 

Nous pouvons confirmer l’existence du biotype IV (xylose 
négatif, arabinose positif). i 

Nous avons obtenu une distribution globale des biotypes assez 
semblable a celle qui a été donnée par nos prédécesseurs. 

A peu pres les 3/4 des cultures appartiennent au type I, 1/4 au 
type II; le type III est tres rare; le type IV est exceptionnel. 

Dans tous les cas, trés nombreux, ou! nous avons eu entre les 
mains des cultures provenant avec certitude d’un méme foyer, 
ces cultures montraient les mémes caractéres fermentatifs : les 
biotypes de S. typhi sont done stables et constants. Is ont, 
comme les lysotypes, une valeur épidémiologique. 

La distribution des biotypes de S. typhi varie suivant les pays : 
nous les avons trouvés tous les quatre parmi des cultures prove- 
nant d’Autriche, de France et de Tunisie ; nous avons observé les 
trois premiers a Madagascar ; le biotype I et le biotype I dans 
la plupart des autres pays ; enfin le type I seul 4 La Martinique 
et au Venezuela. 

Du fait de lextréme rareté des biotypes HI et IV, on ne peut 
espérer dans les cas favorables, obtenir mieux qu’un partage 
binaire des lysotypes. 

Au surplus, dans la mesure ot} nous avons le droit d’inter- 
préter les résultats d’observations failes sur un nombre relati- 
vement limité de cultures pour chaque lysotype, et trés inégal 
de Pun a Pautre, nous voyons que la division semble ne pouvoir 
seffectuer que pour certains d’entre eux et que, lorsqu’elle est 
possible, elle se fait en fractions d’importance inégale. 

En effet, un simple coup d’ceil sur la figure 1 nous indique 
que certains lysolypes se sont montrés homogénes dans leurs 
propriélés fermentatives et que d'autres, au contraire, se sont 
montrés hétérogénes. Parmi ces derniers, quelques-uns présentent 
une telle prédominance d’un biotype sur autre qu’on doit les 
considérer comme faisant partie du groupe homogéne. Tout ce 
groupe, homogéne ou presque homogéne, semble done réfractaire 
i la subdivision biochimique. Ce sont les lysotypes C, Dina Aha 
D,, Ds, E,, ',, F,, G (composés exclusivement ou en forte majo- 
rité de cultures du biotype I) et les lysotypes M et 28 (formés de 
cultures du biotype II). 

‘Le groupe hétérogene comprend les lysotypes A, D,, J, L,, N, 
N+ D,, O, T, 29, le groupe I +IV et les cultures Vi-déera- 
dées.. Ces lysotypes bénéficieront, a des degrés variés, de la 
subdivision b:ochimique. y 
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En dehors des conséquences pratiques de ces constatations pour 
l’épidémiologie, on ne peut manquer d’étre frappé du fait que, 
le type A mis a part, la plupart des types rangés & gauche, de 
C a G inclus, sont en tolalité ou en grande majorité composés 
de cultures appartenant au biotype I et que pour les lysotypes 
de droite, 4 partir de J jusqu’aux cultures Vi-dégradées, la prédo- 
minance du biotype II devient presque la régle. Parfois méme, 
certains lysotypes (M, 28) n’ont pas présenté une seule culture 
du type I. 

Nous ne sommes pas en mesure actuellement de fournir une 
explication de ce phénoméne. Cependant, on peut déja se 
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Fic. 1. — Traits horizontaux : type I. Traits verticaux : type II. 
Traits obliques : type HJ. Blanc : Type lV. 


demander s’il n’y a pas une relation entre la place que les lyso- 
types occupent dans l’échelle de Craigie et Felix et la prédomi- 
nance fermentative de leurs cultures. 


CONCLUSION. 


Les résultats de nos observations sur les propriétés fermen- 
tatives de S. typhi montrent que certains lysotypes peuvent étre 
subdivisés par la méthode biochimique et que d'autres sont réfrac- 
taires 4 la subdivision. Combinée a la lysotypie, la méthode bio- 
chimique sera donc utile, mais elle ne pourra apporter qu'une aide 
limitée. 

Les lysotypes, placés dans ordre alphabétique qui leur a été 
assigné par Craigie et Felix, se séparent en deux groupes 
distincts : le groupe de gauche montre une nelte prédominance 
du biotype I; le groupe de droite présente une proportion beau- 
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coup plus importante et quelquefois méme une prédominance 
du biotype Il. 

Ce phénoméne, s’il se trouve confirmé par nos observations 
ultérieures, traduirait l’existence d’une relation trés intéressante 
entre les différences dans les capacités fermentalives des germes 
et les différences dans la sensibilité aux bactériophages. 


Ce travail a été effectué avec lassistance technique de M™° G. 
Diverneau, M"° J. Rembert et M. G. Brault. 
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RAPPORTS ENTRE LA STRUCTURE DES ACRIDINES 
ET LEUR ACTIVITE 
EN TANT QU’AGENTS INDUCTEURS 
DE MUTANTS RESPIRATOIRES CHEZ LA LEVURE (°) 


par H. MARCOVICH. 


[Laboratoire de Génétique, de la Faculté des Sciences 
et du Centre National de la Recherche Scientifique, Paris (**).| 


INTRODUCTION. - 


L’étude comparée d’une série de substances apparentées cons- 
titue un des moyens de déterminer la propriété responsable d’une 
activité biologique définie. Ainsi, par exemple, on a pu montrer 
que l’action bactériostatique des acridines varie dans la série de 
ces substances de la méme maniére que la concentration ionique, 
ce qui explique l’influence prépondérante du pH du milieu, en 
relation avec le pKa et permet de conclure que c’est le cathion 
d’acridine qui est la forme active [4]. 

Dans le présent travail, effectué sur la levure, nous nous 
sommes proposé de rechercher si l’on pouvait rattacher un effet 
mutagéne particulier (voir ci-dessous) et l’effet toxique des acri- 
dines 4 des propriétés bien définies de ces substances. 


* 
ix: 


La plupart des souches de levure contiennent des mutants spon- 
tanés, caractérisés par des colonies plus petites que celles du 
type normal, d’ou' les noms de « grandes » et de « petites » 
donnés respectivement aux colonies normales et mutantes, ainsi 
qu’aux cellules dont elles sont issues [2]. La taille réduite des 
colonies formées par les mutants est la manifestation d'une défi- 
cience respiratoire liée a l’absence de Ja cytochrome oxydase [8]. 
Au point de vue génétique, la mutation en question serait le 


(*) Travail aidé par une subvention du Damon Runyon Memorial 
Fund for Cancer Research au Laboratoire de Génétique de la Faculté 


des Sciences. 
(**) Adresse actuelle ; Institut du Radium, Paris. 
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résultat de la perte (ou de l’altération irréversible) d’un facteur 
cytoplasmique particulaire et autoreproductible [4, 5}. 

Ephrussi, Hottinguer et Chimenes [2] ont montré que Vacri- 
flavine posséde la propriété d’augmenter considérablement la 
fréquence des mutants dans une population de levures en vole 
de multiplication. Des deux hypothéses envisagées pour expliquer 
cette augmentation, sélection ou induction de mutation, la seconde 
s'est trouvée confirmée de deux maniéres indépendantes. La pre- 
miére méthode, indirecte, est l’étude de l’évolution de la popu- 
lation de levures en fonction du temps de croissance en présence 
(Vacriflavine. Elle a montré que Vaeccroissement du nombre 
de mutants dépend essentiellement de la proportion des 
« grandes » {5}. La deuxiéme, directe, consiste a isoler des cellules 
individuelles dans des gouttelettes de milieu additionné de la 
substance mutagéne A la concentration voulue, a en isoler les 
bourgeons successifs et A les transporter, ainsi qu’en fin d’expé- 
rience la cellule-mére elle-méme, dans un milieu dépourvu d’acri- 
flavine. Il a été montré de cette facon que la fréquence de clones 
mutants issus des cellules filles formées en présence d’acriflavine 
est beaucoup plus élevée que chez les témoins. On a constaté, 
d’autre part, que la cellule-mére reste « grande » pendant 
quelques divisions, puis peut muter : la fréquence de mutation 
des cellules-méres est d’autant plus élevée qu’elles ont produit 
plus de bourgeons dans le milieu mutagéne {6}. 

L’acriflavine est un mélange de deux diamino acridines : 
Veuflavme (2-8 diamino N méthyl acridine) et la proflavine 
(2-8 diamino acridine), dans les proportions approximatives 
de 2:1, et doit son activité a la premiére [7]. Une étude détaillée 
de l’action de Veuflavine en milieu synthétique a permis de 
conclure que l’activité mutagéne et la toxicité sont deux propriétés 
différentes de cette substance, que les « grandes » et les « petites » 
présentent des sensibilités trés voisines 4 son action toxique et 
que, dans les concentrations ot l’activité mutagéne est maxima, 
pratiquement toute la descendance des cellules normales est 
mutante [7]. 


C’est en recherchant comment se distribuent la toxicité et l’acti- 
vité mutagéne au sein dune série d’acridines et parmi quelques 
autres substances que nous avons cherché a élucider les « raisons 
moléculaires » de ces deux propriétées. 


PRINCIPE DES EXPERIENCES. 


1° Au cours du travail déja cité sur Veuflavine [7|, nous avons 
proposé une mesure de activité mutagéne fondée sur le fait que 
cette activité ne porte pratiquement que sur la descendance des 
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« grandes ». Cette mesure est donnée par la probabilité « avec 
laquelle Pune quelconque des cellules prises dans cette descen- 
dance est mutante, soit 
Paaiets 3 
Ug +My 


ou n, et n, sont respectivement les nombres de « petites » et de 
« grandes » parmi n, +n, cellules filles. a est en fait le taux de 
mutation de la descendance. Sa valeur n’est pas directement 
accessible, la seule grandeur fournie par l’expérience étant le 
pourcentage de « petites » au cours des étapes successives de la 
croissance de la culture. 

On peut montrer (1) que le niveau de I’équilibre qui s’établit 
dans une population mixte de « grandes » et de « petites » en 
croissance exponentielle est donné par la relation 


Tw 


ye! 


o= 


ou f, est la fréquence des petites, « le taux de mutation et A le 
taux de sélection défini par le rapport : taux de croissance des 
« petites »/taux de croissance des « grandes ». 

Toutes les conditions qui feront varier a ou A, modifie- 
ront /,. D’autre part, toute variation de la fréquence des mutants 
est Vindice d’une modification, soit du taux de sélection, soit du 
taux de mutation. 

On peut théoriquement concevoir des variations de a et de i 
qui se compenseraient, de sorte que fp, ne serait pas modifié. 
L’activité mutagéne pourrait dans ce cas étre masquée. Nous 
verrons qu'une telle éventualité est trés improbable. 

2° Ainsi que l’ont montré Ephrussi, Hottinguer et Chiménes [2], 
Pactivité mutagéne de l’acriflavine ne se manifeste pas sur des 
cellules dont la croissance est arrétée. Afin de permettre la dis- 
tinction, dans les mémes conditions, entre facteurs responsables 
respectivement de la mutagenése et de la toxicité, le critére de 
Vaction toxique doit done s’appliquer a des cellules proliférantes. 
En conséquence nous dirons d’une concentration d’une substance 
donnée qu’elle est toxique si elle ralentit la multiplication de la 
levure pendant la période de croissance logarithmique. La toxi- 
cité de la substance en question sera alors déterminée, dans une 
échelle de concentrations donnée, par la maniére dont varie ce 
pouvoir inhibiteur. 

3° Les expériences consisteront done a suivre la croissance des 
cultures de levure dans des concentrations variées des substances 


(1) Voir Appendice. 
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étudiées et A mesurer les variations de la proportion de « petites » 
dans les populations. 


MATERIEL ET TECHNIQUES. 


La levure utilisée est la souche « Boulangerie II » de Saccha- 
romyces cerevisiae provenant de Ja collection du Laboratoire des 
Fermentations de l'Institut Pasteur de Paris. 

Le milieu est le méme que celui utilisé dans un travail anteé- 
rieur [7]. Rappelons que c’est un milieu synthétique dont le pH 
est 6,2. Il est suffisamment tamponné pour que son pH reste 
constant pendant toute la durée des expériences. 

Les cultures sont effectuées a 25°, dans l’obscuriteé. 

Le pourcentage des « petites » est déterminé par ¢talements sur 
milieu gélosé en boites de Petri. 

La croissance totale de la culture est déterminée soit photomé- 
triquement, soit par comptage de colonies. 

Les expériences dont il sera question sont de deux types. Les 
unes, dites « expériences de concentration », consistent a cultiver 
les levures pendant vingt-quatre heures a différentes concentra- 
tions de la substance étudiée dans un volume de 5 cm* de milieu 
en tube a essai et 4 déterminer la croissance globale de la culture 
(par photoinétrie) et le pourcentage des petites. Les autres, dites 
« expériences en fonction du temps », sont du type décrit par 
Ephrussi et ses collaborateurs [5, 7] : on y suit, pour une concen- 
tration donnée de la substance étudiée, ]’évolution en fonction 
du temps des effectifs des « grandes » et des « petites »; la 
croissance de la culture est, ici, mesurée par numération de 
colonies. Dans un cas comme dans |’autre l’inoculum est tel qu’au 
temps O, il y a 10* cellules au centimétre cube ; en vingt-quatre 
heures, la culture est encore en période exponentielle. 

Le critére de la taille, qui sert 4 distinguer les colonies mutantes 
des colonies normales, est A lui seul insuffisant, car il est évident 
que toute déficience métabolique compatible avec une croissance 
limitée tendra, elle aussi, aA réduire les dimensions des colonies. 
Un autre caractére peut servir A les distinguer : l’absence chez 
les mutants des cytochromes a et b. Pour chaque substance ayant 
provoqué une augmentation du pourcentage des petites colonies, 
la nature de ces derniéres sera done controlée par l’examen spec- 
troscopique. Ce controle est fait de la maniére suivante : on 
préleve chaque colonie & tester, on la disperse dans I goutte de 
milieu déposé dans une boite Petri contenant du Yeast Extract 
gélosé, puis on étale la goutte a la surface de la gélose. Au bout 
de trois & quatre jours de croissance, on préléve l’ensemble de la 
culture ainsi développée et on Vexamine au spectroscope de 
Hartridge. 
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La notation du noyau d’acridine que nous adoptons est celle 
utilisée par Albert [9] : 
Ke 5 4 
ye VOR ee ON 
Se aN ES 


1 


meio nl vane 
SWE S81 
9 N 4 
40 


Le tableau I donne la liste des acridines utilisées (2) et indique 
leurs principales caractéristiques. L’index bactériostatique, calculé 
d@’aprés la concentration minima suffisante pour arréter la crois- 
sance de bactéries variées, est tiré du travail d’Albert et de ses 
collaborateurs [4]. 

TaBLeau I. 


IONISATION 


INDEX a pH —6,2 


bactériostatique p- 100 


Acridine dro Barbers AL 
2-amino-acridine...... ; 97 
3 amino-acridine Se oghls 20 
5 amino-acridine . Es : g 400 
2-8 diamino acridine (Proflavine) 100 
2-7 diamino acridine . cant 98 
2-8 diamino-1-9 diméthyl acridine 
(acridine orange) . 


Acridines quaternaires : 


N méthyl-acridine ? 
2 amino N méthyl-acridine. . . 49 
5 amino N méthyl-acridine. . . 23 
2-8 diamino N méthyl-acridine 

(SUES ITY Gobo dig olo8 ol ke 22 


La N méthyl acridine mise 4 part, toutes les autres substances 
sont trés stables dans les conditions ot nous nous sommes placé. 
Les acridines étant généralement sensibles a la lumiére, nos 
cultures ont été faites a lobscurité. 

Ouelques expériences décrites dans le présent travail portent 
sur des substances autres que les acridines. Ce sont, dans la 
série du triphényl-méthane, la rosaniline, la pararosaniline, la 
pentaméthylpararosaniline, Vhexaméthylpararosaniline, et fa 


(2) Toutes ces substances nous ont été aimablement données par le 
professeur A. Albert (Australian National University, London). 
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fuchsine acide. Enfin d’autres corps ont été testés, tels que le 
bleu de méthyléne et la protamine. 


RESULTATS EXPERIMENTAUX. 


I. Erupe ve L’acriviri toxique. — Les « expériences de 
concentration » (v. p. 202) mettent en évidence une zone de 
concentrations dans laquelle la croissance de la culture est 
d’autant plus entravée que la concentration est plus forte. C’est 


o—-0 —9 —o09 
Cultures a’ 
ess / ye: =. 
£099 Témoins ean SS r 


‘\Euflavine °, 
5 


a 1 
10° 260 000 65000 16 400 4096 1024 256 


Fic. 1. — Croissance de vingt-quatre heures de la levure de BII, & des concen- 
trations variées de différentes acridines. Abscisses : concentrations pondé- 
rales des substances. Ordonnées : log de base 2 de la densité des cultures 
au bout de vingt-quatre heures de croissance. 


la « zone de toxicité variable » dont V’extension et les limites 
caractérisent chaque substance. La figure 1 donne les courbes 
obtenues au cours d’expériences avec 10 acridines. On y voit que 
la zone de toxicité variable est limitée, d’un cdté, par les concen- 
trations dépourvues de toxicité et, de lautre, par les concentra- 
lions bactériostatiques, c’est-a-dire celles ot il n’y a eu aucune 
croissance, Dans cette zone, la situation de chaque point des 
courbes peut étre la résultante d’un effet sur la période de latence 
et d'un effet sur la vitesse de multiplication en période exponen- 
elle. Nous avons cependant vérifié qu’une nette diminution, par 
rapport au témoin, de Ja densité de la culture de vingt-quatre 
heures est toujours liée & une diminution de la vitesse de multi- 
plication. 


Les courbes de la figure 1 se groupent en trois familles, corres- 
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pondant chacune a des corps de toxicité différente. La famille la 
plus toxique comprend deux acridines aminées sur le carbone 5. 
Celle de toxicité intermédiaire contient les diaminoacridines. 
Enfin la moins toxique comprend I’acridine et deux monoamino- 
acridines, isoméres des corps de la premiére famille. Dans une 
famille donnée, une substance quaternaire, c’est-d-dire portant 
un radical sur l’azote du noyau d’acridine, est plus toxique que 
son homologue tertiaire. 

Dans la série du triphénylméthane, seule la fuchsine acide est 
dépourvue de toxicité. Les quatre dérivés basiques ont une toxi- 
cité intermédiaire entre celles de la proflavine et de l’euflavine 
la pararosaniline et la rosaniline sont les moins toxiques, puis 
viennent, par ordre de toxicité croissante, la pentaméthylpara- 
rosaniline et ?hexaméthylpararosaniline. 

On voit que, chez les acridines, le facteur stérique joue un role 
de premier plan dans le déterminisme du pouvoir toxique tel 
qu’il est défini ici. ‘Les triphénylméthanes étudiés paraissent 
d’autant plus toxiques que la méthylation des radicaux aminés 
est plus importante. 


II. Erupre DE LA MUTAGENESE. — 1° Parmi les acridines testées, 
trois sont capables de produire dans les cultures une augmenta- 
tion du pourcentage de mutants. Ce sont l’euflavine, la 2-amino- 
N-méthyl acridine et la proflavine. Les deux premiers sont quater- 
naires. 

Parmi les 5 substances étudiées dans la série du_triphényl- 
méthane, seules les 4 bases induisent l’accroissement de la propor- 
tion de mutants. La fuchsine acide est totalement inactive. Il en 
est de méme du bleu de méthyléne et de la protamine. 

2° Connaissant la variation du pourcentage de mutants et le 
degré de croissance de a culture au bout de vingt-quatre heures, 
on peut construire les courbes de croissance des « grandes » et 
des « petites » en fonction de la concentration. La figure 2 donne 
les résultats d’expériences « de concentration » avec l’euflavine, 
la 2-amino-N-méthyl acridine, la proflavine et la rosaniline. La 
courbe des « grandes » épouse aux basses concentrations de ces 
substances celle de la population totale, puis aux concentrations 
plus élevées descend plus ou moins rapidement vers un plateau 
dont le niveau est le méme que celui du point correspondant a 
Veffectif des cellules inoculées et qui contenait une trés faible 
proportion de « petites ». La courbe des « petites » évolue inver- 
sement : pour les faibles concentrations, elle est trés au-dessous 
de celle de la population totale, puis, dans la zone des concentra- 
tions oti les « grandes » baissent, elle s’éléve, passe par un maxi- 
mum gui correspond au début du plateau des « grandes », ct 
enfin décroit. Avec la proflavine, la proportion des « petites » 
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subit une légére augmentation, mais ne présente pas de maximum. 

Dans les cas ott le pourcentage des petites s’éléve considéra- 
blement et ott, de ce fait, la croissance de la culture est presque 
uniquement due a cette. augmentation, on peut montrer que la 
substance étudiée agit en induisant la mutation et non en sélection- 
nant les mutants spontanés. En effet, la croissance est dans ce 
cas presque aussi importante que celle de la culture témoin. 


Lz Euflavine (2:8 diaminoNméthyl-acridine)| 1-2} 2amino Nméthyl-acridine-Exp.de24heures| 
Exp. de 24 heures 


Concentration 0 
3% 12 305 325 83 85 97 935 615 209 110% 1/2 1/256 Vi28 Vee 1/32 110 1/8 1/4 Unit 


Lo! Proflavine (2-8 olamino-acridine) Exp.de2%h.| Ll Rosaniline _Exp.de2%heures. Milieu S pu=62 


rp 


20 -—— Population totele 
% de petites, 
x— Grandes, 400% 
«---- Petites. ; see 1 99 
80 
15 | 70 
1 60 
50 
40 
2 30 
10 20 


0 


seer ea peers ee 
v0 1320 1/160 v/80 40 v20 = 1/10 Ue Vn08 1/256 128 v6 V32 “Vie v8 1% V2 1/n.10* 


Fic. 2. — Croissance de vingt-quatre heures de la levure BII, & des concentre- 
tions variées de quatre substances mutagénes. Abscisses : concentrations pon- 
dérales. Ordonnées : log de base 2 de leffectif des grandes, des petites et de 
la population totale. j 


Puisque celle-ci effectue au cours de Vexpérience 7 divisions en 
moyenne, et puisque le pourcentage de « petites » est au départ 
inférieur a 1 p. 100, il faudrait admettre, pour attribuer l’effet 
observé a la sélection, qu’en plus des 7 divisions nécessaires pour 
atteindre le niveau de la cullure témoin, l’effectif des « petites » 
s'est accru d’une centame de fois e’est-a-dire que les cellules 
ayant une déficience respiratoire ont, dans les mémes conditions 
(Vaérobiose que les « grandes », effectué 6 A 7 divisions de plus. 
Une telle hypothése ne nous parait guére vraisemblable. 

La preuve directe de Vinduction de mutations par l’euflavine, 
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fournie par les expériences de microdissection d’Ephrussi et 
Hottinguer [6], et l’analogie étroile qui existe entre les courbes 
obtenues en présence de cette substance, de la 2-amino-N-méthy] 
acridine et de la rosaniline (fig. 2) viennent appuyer notre 
argument. 

On est ainsi conduit & admettre que, dans les concentrations 
ou Veffectif des « grandes » reste stationnaire, les « grandes » 
ensemencées au départ ne produisent que des cellules mutantes, 
tout en restant elles-mémes inchangées. ‘Le taux de mutation a 
défini plus haut est done voisin de l’unité. On voit que, dans 
cette zone de concentrations, la proportion des « petites » décroit 
quand Ja toxicité augmente, c’est-a-dire quand la croissance de 
la cullure est entravée. Ce fait est en accord avec la conélusion 
d’Ephrussi, Hottinguer et Chimenes [2] que l’activité mutagéne ine 
se manifeste qu’a l’occasion du bourgeonnement. 

Dans la zone des concentrations oti l’effectif des « grandes » 
augmente et oi il y a cependant mutagenése, les cellules produites 
peuvent étre soit des « grandes », soit des « petites ». Le taux 
de mutation est donc inférieur a 1, et varie en fonction de la 
concentration : c’est la zone de mutagenése variable. Son exten- 
sion, dans une échelle de concentrations logarithmiques qui est 
celle que nous adoptons dans ce travail, est semblable pour toutes 
les substances que nous avons trouvées mutagénes, sauf la 
2-amino-N-méthyl acridine, pour laquelle cette zone est beaucoup 
plus étendue (fig. 2). 

3° Le raisonnement qui conduit a la conclusion que, dans les 
cas ou la proportion de « petites » s’éléve considérablement, 11 
y a induction de mutation et non sélection, n’est pas valable pour 
la proflavine. Avec celle-ci, en effet, au bout de vingt-quatre 
heures, et a des concentrations toxiques, le pourcentage de 
« petites » ne s’éléve que jusqu’a 15 p. 100 environ, 

Aussi la démonstration de Vinduction de la mutation par la 
proflavine a-t-elle été cherchée dans des « expériences en fonction 
du temps ». (Cf. p. 202.) 

Dans le tableau II sont réunis les résultats d’expériences effec- 
tuées aux concentrations de 1/100 000 et de 1/150 000. 

On y voit que, pendant plusieurs heures, l’effectif des 
« grandes » reste stationnaire ou méme décroit, alors que celui 
des « petites » augmente. Cette augmentation est telle que, si la 
sélection était en cause, il faudrait admettre l’existence d'une 
simulation des « petites », tres intense et tout-a-fait transitoire 
le temps de génération des « petites » serait, pour commencer, 
de lVordre de une heure, alors que le temps de génération des 
« grandes » dans Je méme milieu dépourvu de proflavine est de 
Yordre de deux heures quarante minules. 

Si les expériences « en fonction du temps » sont indispen- 
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Tas.eav If. — Proflavine. Action sur BII en fonction du temps 
aux concentrations de 1/100 000 et 1/150 000. 


1/100 000 
Heures; 40 se es 0 4 2 4 6 
Grandésiees 4) waa 2 660 Qe525) 2 580 4 954 4 960 
PetiteSiuera:. i. outs 20 85 140 228 280 

1/150 000 

5 Pais 

FUGUNOS: orcas spusisees 0 4 2 4 ined 5 . 
Grandesta ..*. =. nie 2630) 2 993 2 438 2495 2 329 2Q 284 
Petites:.8.. Bastions 10 63 U 428 4179 1 378 


sables, dans le cas ot le pourcentage de mutants ne subit qu’un 
faible accroissement, pour choisir entre les hypothéses d’induc- 
tion ou de sélection de mutants, elles permettent également 
Vétude de l’activité mutagéne et de ses rapports avec |’activité 
toxique. La 2-amino N méthyl acridine ayant une zone de muta- 
genése variable particuli¢rement étendue, nous en avons fait une 
étude détaillée. Dans la figure 3 et le tableau III sont consignés 
les résultats de ces expériences. On voit tout d’abord que 
Viaccroissement de leffectif des « petites » est plus rapide au 
début des expériences que dans les derniéres heures, et que cet 
accroissement est fonction de la concentration de Vacridine. 
L’effectif des « grandes » subit l’évolution inverse, et croit 
d’autant plus rapidement que la concentration est plus faible, 
c’est-a-dire que la fréquence np des « petites » dans la descen- 
dance des « grandes » est d’autant plus grande que la concen- 
tration est plus élevée. 
On peut calculer a a Taide de la relation 


Bean he (1) 


ott x est le nombre de bourgeons issus des « grandes » dans un 
certain intervalle de temps et N, et Nz, le nombre de « grandes » 
au début et a la fin de cet intervalle (voir Appendice). 

Le résultat de ce calcul pour les concentrations 1/10® et 1/2 10° 
est consigné dans le tableau IV. 

Pour des concentrations inférieures a celles-ci, ou la propor- 
tion des « petites » est faible, la méthode employée manque de 
précision, 

Un_résultat important apparait ici : « atteint dés les quatre 
premicres heures sa valeur la plus élevée. L’action mutageéne. est 
pratiquement immédiate. La décroissance de a,- au cours des 
derniéres heures, est inhérente a notre méthode de caleul, car 
la proportion des « petites » est trés grande a ce moment, de 
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r x Grandes, 

e----- Petites. 
he as Temps ‘ Temps 
012 4 730 11301330 24 3145 012 4 730 1045 1355 24 


Le Ings 


1/4.000.000 1/8 000.000 


of 
r Temps {oe Temps 
024681012 20 27 012430 911 20 28 


Fic. 3. — Culture de la levure BIL en présence de quatre concentrations de 
2 amino N méthyl acridine. Abscisses : temps en heures. Ordonnées : log de 
base 2 des effectifs de chaque type de cellules. 


TasLeAu Il]. — Croissance en fonction du temps 
a diverses concentrations de 2-amino-N-méthyl-acridine. 


Concentration 0& Concentration 2410° 


Tempe Ng L2 grandes N, L2 petites % petites Temps Ng 12 grandes N, L2 petites f% petites 
° 1.335 10,38 31 = 4, 95 2,3 ° 954 9,85 18 4,15 1,9 
a 1,560 10, 60 40 5,30 2,5 1 1,205 10,25 36 5,15 2,9 
2 1.570 10, 61 79 6,29 4,8 2 1.230 10,26 68 6,1 5,5 
4 1.65 10, 67 224 7,79 l 4 1,670 10,70 198 7,6 10,5 
7,80 1.825 10,8 796 «9,63 30 7,30 2,000 10,25 668 9,4 25 
11,30 2.360 11,19 3.580 1,88 59 10,45 2,380 1,2 1,730 10,75 42 
13,30 2.680 1,38 5.360 12,38 67 13,55 4.150 1,7 4.450 12,1 S2 
24 8.300 13,02 69.500 15,90 89 24 18.900 14,15 67.500 16,1 TT 
31,45 24,400 14, 57 482,000 18, 87 95 31 88.500 16,40 381.000 19,30 82 
Concentration 1/4.10° Concentration 1/s.10° 
Temps N, L2 grandes 5 L2 petites j petites Temps N, 2 grandes Ny L2 petites % petites 
1°} 1,045 10,02 4 2,13 0, 41 0 1,174 10,19 z 2,72 0, 56 
1 1,056 10,04 he te eae 0,6 1 1.314 10,36 nD 3,46 0,85 
2 1.108 10,0 15 3,9 1,4 2 1.439 10, 57 uf 2,72 0,45 
4,30 1,241 10,27 66 6,04 s 4,30 1,718 10,74 3s 5,13 2 
2,230 1,12 359 8,48 14 9 2.725 1,4 156 7,28 5,4 
ad 2.025 10,98 428 8, 67 17 22, 4,980 12,27 286 8,15 5,4 
20 7.858 12,94 4.570 12,15 41 20 18.856 14,2 2.464 11,26 u,6 
27 30.450 14, 29 31.500 14,93 51 27 97.162 16,56 21.533 14,38 18 
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Tastzau 1V. — VWaleurs de x dans différents intervalles de temps 
aux concentrations 1/410° et 1/2.10°. 


INTERVALLE DE TEMPS 
CONCENTRATION 


4-7.1/2h. | 71/2-111/2h. | 11 1/2-24 h. 24-32 h. 


4/108... 
4/2.405. 


sorte que la contribution de la mutation des « grandes » a leur 
accroissement est masquée (3). 

Il est done plausible de penser que a reste constant pendant 
toute la durée de l’expérience. Ceci admis, nous pouvons faire 
une estimation, pour les divers intervalles, de temps, du temps 
de génération 4 des « grandes », c’est-a-dire du temps qui sépare 
la naissance de deux bourgeons successifs, quelle que soit leur 
nature. x étant le nombre de bourgeons produits par une 
« grande » dans lintervalle de temps T,-T,, on a: 

Tx — To 
ot 


(es 


Puisque a est connu, on peut tirer x de |’équation (1). Nous 
donnons dans le tableau V le résultat d’un tel calcul. 


TasLteau V. — Temps de génération 6 des “grandes” (en heures), 
en fonction dela durée de contact avec la 2-amino-N méthyl acridine. 


INTERVALLE DE TEMPS 
CONCENTRATION 


4-7 A/2h. | 7172-11 1/2h. | 11 1/2-24 h. 24-32 h. 


La multiplication des « grandes », d’abord lente, s’accélére et 
la valeur de 6 se rapproche de celle du témoin, qui est de 


(3) Rappelons que dans les expériences d’Ephrussi et Hottinger [40] 
les premiers bourgeons formés en milieu euflaviné donnent genéra- 
lement des clones de « grandes » et que la probabilité d’obtenir des 
cellules filles « petites » croit avec le nombre de bourgeons antérieu- 
rement produits. La différence entre ces résultats et les ndétres peut 
s’expliquer par les conditions trés différentes de culture. 
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deux heures six minutes. Elle semble méme la dépasser. Cepen- 
dant, étant donnée la maniére trés indirecte dont 6 a été calculé, 
les valeurs du tableau V ne sont que d’assez grossiéres approxi- 
mations. Toutefois, un tel calcul met en évidence une véritable 
période de latence suivie d’une phase de multiplication plus 
rapide. 

L’examen des données inscrites dans les deux tableaux précé- 
dents permet de constater que des taux de mutation différents 
peuvent étre induits dans des conditions de vitesse de multiplica- 
tion semblables, et que des taux semblables peuvent s’établir a 
des vitesses de croissance différentes. C’est dire que le temps 
que met une « grande » a produzre un bourgeon est indépendant 
de la nature de celui-ci. 

5° Nous résumerons briévement les résultats obtenus avec les 
autres substances mutagénes. L’euflavine ayant fait objet d’une 
étude antérieure [7], nous en rappellerons les principaux points. 
Cette substance induit un taux de mutation égal a 1 a la concen- 
tration de 1/10’, dépourvue de toxicité. L’activité toxique ne se 
manifeste qu’a une concentration bien supérieure et parait 
s’exercer avec la méme intensité sur les « grandes » et les 
« petites ». 

La 5-amino N méthyl! acridine induit Ja formation d’un certain 
pourcentage de colonies de taille réduite aux concentrations 
voisines de 1/10®. ‘La variabilité de la taille en est considérable, 
et on ne peut plus classer les colonies en normales et mutantes 
par le ecritére de la taille, car il existe tous les intermédiaires 
entre des grandes normales et les colonies les plus petites. Le 
test spectroscopique montre que la trés grande majorité des 
colonies de taille réduite sont constituées par des cellules ayant 
les enzymes respiratoires normaux. 

La pentaméthylpararosaniline et la pararosaniline fournissent 
des courbes semblables a celle de la rosaniline. Enfin, Vhexa- 
méthylpararosaniline, qui est la plus toxique des quatre triphe- 
nylméthanes, donne une augmentation de « petites » peu accusée, 
quoique plus importante que celle produite par la proflavine. 

Quant au bleu de méthyléne et a la protamine, ils ne donnent 
pas lieu a un accroissement de la proportion de « petites » dans 
les conditions de nos expériences. 


Discussion. 


Les résultats qui viennent d’étre exposés montrent que la 
toxicité et l’activité mutagéne sont deux propriétés distinctes qui 
varient de facon indépendante aussi bien au sein d'une série de 
substances apparentées qu’avec la concentration de chacune de 


celles-cl. 
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1° Dans Ja série des acridines, la toxicilé apparait essentielle- 
ment lige a la forme de ]a molécule. 

Albert et ses collaborateurs [1] ont montré que Vionisation est 
un facteur d’importance capitale du pouvoir  bactériostatique. 
Avec les levures et le critére de toxicité que nous avons choisi, 
Vionisation parait étre un facteur tout a fait secondaire. Cela 
ressort nettement de la comparaison de 3 monoamino-acridines, 
isoméres substituées sur les carbones 2, 3 et 5 d’aprés la figure 1 
et le tableau 1. 

Enfin, la figure 1 permet de constater que les acridines quater- 
naires sont plus toxiques que leurs homologues tertiaires. Il est 
intéressant de noter que, pour la souris, la toxicité des acridines 
croit beaucoup moins vite avee le degré d’ionisation que l’activité 
bactériostatique. Par contre, les acridines quaternaires sont beau- 
coup plus toxiques pour l’animal, sans que leur pouvoir anti- 
bactérien soit supérieur 4 celui des corps tertiaires [8]. 

Dans la série du triphénylméthane, le facteur qui parait importer 
est le nombre de radicaux méthyl, substitués sur les amines. 

2° Contrairement a la _ toxicité, J’activité mutagéne nest 
Vapanage que de quelques substances peu nombreuses, et l'on 
pouvait s’attendre a ce que celles-ci présentent une propriété 
commune trés particuliére. 

La comparaison des formules des acridines et des triphény]- 
méthanes fait ressortir une premiére analogie. L’angle que 
forment les valences du carbone central de ces derniers est égal 
a 120°; en faisant coincider 2 cycles latéraux des triphénylmé- 
thanes avec 2 cycles des acridines, on fait coincider le carbone 
central des premiers avec le carbone 5 des secondes. 


NH, 
Yas 
\ 
+. 
Fane 
VLCN 
KA OS 
TaN 
~- x 1 Ya ZO NO \ 
Nomeré Sa. HN YQ fA Nie 
he \4 
2 
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L’absence du cycle azoté dans la série du tryphénylméthane 
élimine l’azote du noyau d’acridine comme facteur nécessaire a 
activité mutagéne. 

A Vexception de la proflavine, les acridines mutagénes et les 
triphénylméthanes basiques sont des corps quaternaires. En solu- 
tion aqueuse, ils donnent deux produits successifs d’oxydation 
dont le premier est une hydroquinone, ou carbinol, formé par 
fixation d’un OH sur le carbone 5 des acridines ou le carbone 
central du triphénylméthane. 

La réaction est la suivante : 


nS ai ae 
LEM GE WALG N 
| auc 
— 
Haat Oth ZX leh porate 
See A ei 
1 — OH 
[le CH; + | 
e Oll RS 


Elle est réversible. Le niveau d’équilibre dépend du pH du 
milieu, ainsi que de la substance envisagée. Ainsi, pour |’eufla- 
vine, un équilibre de 0,5 nécessite un pH de 12 et, 4 25°, demande 
plusieurs heures pour s’établir. Etant donné que le niveau de 
cet équilibre baisse de dix fois pour chaque baisse d’une unité 
de pH, a pH 6,2, qui est celui de notre milieu de culture, la 
concentration de carbinol a l’équilibre est de 0,5 x 10—*. Méme 
si l’on suppose que le carbinol est actif 4 de si faibles concen- 
trations, la lenteur de cette réaction exclut cette forme comme 
facteur responsable de [activité mutagéne, puisque celle-ci se 
manifeste dans les toutes premiéres heures avec son intensité la 
plus élevée. 

L’aptitude a former un carbinol sur le carbone 5 témoigne 
d’une affinité plus générale pour les radicaux anioniques 
(Albert [9]). Il nous semble donc plausible d’admettre que lacti- 
vité mutagéne dépend de l’affinité du carbone 5 pour un organite 
cellulaire, porteur d’un radical acide. Puisque toutes les acridines 
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étudiées sont des bases et puisque les plus actives du point de 
vue de la mutagénése sont des corps quaternaires, on peut 
penser que Vapproche du récepteur est conditionnée par des 
facteurs autres que la simple attraction électrostatique entre ions 
de signes contraires. L’influence des radicaux NH, qui favorise 
activité mutagéne (l’euflavine est plus active que la 2-amino N 
méthy] acridine) est difficile a expliquer simplement. 

L’activité mutagéne de la proflavine, quoique faible, parait 

s’opposer a cette interprétation. Elle pourrait cependant étre 
considérée comme le résultat de la grande similitude stérique de 
ce corps avec !’euflavine, ce qui aurait pour résultat de placer 
son carbone 5 au voisinage du récepteur sensible. Cette région 
de la molécule de la proflavine posséde en effet une certaine 
charge posilive qui est toutefois moins forte que celle de l’eufla- 
vine. 

Enfin, Vabsence d’activité mutagéne de la 5-amino N meéthyl 
acridine peut n’étre qu’apparente et due a ce que sa toxicité 
élevée ne permet que l’usage de concentrations trés basses. 


APPENDICE. 
EVOLUTION D'UNE POPULATION MIXTE DE @ GRANDES » 
ET DE « PETITES ». 
Si N, et n, sont respectivement les nombres des « grandes » 
et des « petites » au début de l’expérience, si a est le taux de 
mutation et 4 le taux de sélection définis p. 201, Veffectif des 
« grandes » devient, au bout de x générations ; 


Na = No(2 — x) (1) 


ct leffectif des « petites » 


ge — (2 — n\# 
a ke ban Ciaran aes - 
—(2—n 


En combinant ces deux formules on obtient le rapport R du 
nombre des « petites » & celui des « grandes », soit 


ig (liga : , (4) 
Re= 2 ( ) Mea (*)- 
No \2—r taco | 2—r 4 @) 


La fagon dont R varie dépend essentiellement de 


2— 


Ie 2° > 2 —a. R tend exponentiellement vers Vinfini. Les 
« petites » ¢liminent les « grandes ». 


(4) Cette formule, est la méme, aux symboles prés, que celle publiée 
dans le travail d’Ephrussi, L’Heritier et Hottinguer [5]. 
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> 3 oy eae 5 o i 2 6 s . 
2° 2" = 2——a. L’expression [8] se réduit a la formule 


LOG nx 
Ren yea (4) 
qui tend linéairement vers I’ infini. 
3° 2A—=— 2—dq. R. tend vers une limite qui est : 
v9 
R= (5) 


Gn 


Si, au leu de R, on considére la fréquence des « petites », 


fm. ona 
T 
leg ig (6) 


Cette derniere expression n’a évidemment de sens que si 
2 <1, cest-a-dire si le taux de croissance des « petites » est 
inférieur a celui des « grandes ». 

De lexpression [4] on tire 


x est ici une valeur moyenne pour x générations de « grandes ». 
Comme N, et N, sont, rappelons-le, les nombres de « grandes » 
au début et aprés x générations, leurs valeurs sont directement 
mesurables. Le probléme consiste 4 évaluer x. 

Supposons la population homogeéne. Si P, et P,. sont les nombres 
de cellules au début et apres les x2 générations, on peut écrire : 


P. = Das 2y 


ou y est une quantité inférieure & x, puisque les « petites » ont 
un désavantage sélectif par rapport aux « grandes » ; y est d’autant 
plus voisin de x que la fraction des « petites » est plus faible. 

A mesure que cette fraction augmente, l’écart avec x croit. 

A noter qu’une telle approximation est inadmissible dans le cas 
d’une population en équilibre, car lon aurait 


Peaae)) 
dott 

P N logak 7 

p=y aH ketrn=2— Vi =0 

Po No 

Au lieu de considérer la fréquence « des mutants dans la 

descendance, on peut prendre pour taux de mutation la fréquence 
de mutants apparus dans l'ensemble de la population au bout 
dune génération. Cette derniére valeur est alors deux fois plus 
pelite que celle de x, Elle correspond au taux de mutation tel 
qu'il est généralement défini. 
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RESUME. 


1° L’activité mutagéne et la toxicité des acridines peuvent étre 
rattachées & deux propriétés différentes de leur molécule. 

2° La premiére parait essentiellement dépendre d’une affinité 
particuliére du carbone 5 a l’égard de radicaux acides de la cellule 
de levure. 

3° La seconde semble essentiellement en relation avec la forme 
de la molécule prise dans son ensemble. L’ionisation, facteur 
d’importance capitale en ce qui concerne l’activité antibactérienne, 
joue ici un role secondaire. Dans l’ordre d’activité décroissante, 
on peut classer les acridines mutagénes de la maniére suivante : 
euflavine, 2-amino N méthyl acridine, proflavine. 

4° D’autres corps que les acridines sont doués diactivité muta- 
géne : ce sont les dérivés basiques du triphénylméthane. 

5° L’activité mutagéne se manifeste sans latence appréciable. 
Elle affecte principalement la descendance des cellules normales et 
Ja vitesse de bourgeonnement de celles-ci parait indépendante de !a 
nature mutante ou normale du bourgeon produit. 


Je tiens aA remercier M. le professeur B. Ephrussi, qui m’a 
suggéré le sujet de ce travail, pour l’intérét qu’il a pris a son aché- 
vement, pour les contrdles spectroscopiques qu'il a effectués lui- 
méme, et surtout pour les critiques serrées auxquelles il a soumis 
les idées développées ici. 
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UNE TUMEUR FILTRABLE DE LA POULE 
D’'UN TYPE PARTICULIER 
HISTIOCYTO-XANTHO-SARCOME 


par Amé PELLISSIER et Gitszrr BORIES (*). 


(Institut Pasteur de Brazzaville 
et Service de l’Elevage de lA. E. F.) 


Nous avons observé une tumeur maligne filtrable de la poule, 
d’un type histologique assez particulier, et que nous pensons 
intéressant de rapporter. 

Il s’agit d’un coq de race Sussex, 4gé de 1 an environ, prove- 
nant de la ferme du Service d’Elevage de Brazzaville. Cet animal 
présentait une tumeur ulcérée de la cuisse droite, de la grosseur 
dun ceuf de cane. La tumeur est diffuse et mal limitée, siége 
dans les parties molles et n’adhére pas a l’os. Elle est de consis- 
tance molle. A la coupe elle parait contenir divers éléments. On 
note un aspect microkystique a contenu gélatineux translucide, 
un aspect charnu cedémateux et enfin un aspect de couleur soufre 
4 contours circinés. Ces divers aspects macroscopiques sont 
intriqués les uns aux autres, sans systématisation. 

L’autopsie de ce cog montre une généralisation de la tumeur 
sous forme de métastases lobulées de couleur le plus souvent 
bleutée, de consistance molle, siégeant dans le péritoine, le foie, 
la plévre, les poumons, Je péricarde. !Le rein est volumineux et 
ne semble pas atteint macroscopiquement, mais l’examen_histo- 
Jogique montrera cependant des métastases dans ce viscére. 

L’eramen microscopique, n° 1302, montre une diversité 
d’aspects histologiques, correspondant aux constatations macro- 
scopiques. Les éléments les plus nombreux sont constitués par 
des histiocytes fusiformes, 4 noyau clair et vésiculeux, disposés 
en fascicules tourbillonnants, mais presque toujours dissociés par 
de l’cedéme et surtout une sécrétion mucoide. D’ot des aspects 
d’effilochage et des aspects myxomateux. Mélés a ces éléments, 
quelquefois en petit nombre, mais formant assez souvent des 
plages entiéres, on note des cellules plus volumineuses, possédant 
un noyau arrondi clair et nucléolé, un cyloplasme basophile globu- 


(*) Sociélé Francaise de Microbiologie, séance du 2 avril 1953. 
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leux et bourré d’enclaves diverses, de débris et de leucocytes 
phagocytés. Il s’agit toujours des mémes histiocytes, car toutes 
les formes de transition peuvent étre observées entre les deux 


Fic. 4. Fic. 2. 


Fig. 1 et 2. — Histioxanthosarcome de la poule. Examen n° 1302. 
Aspect Whistiocytosarcome cedémateux et 4 tendance myxoide. 


Fig. 3- Fie. 4. 


Fic. 3 one _— Histioxanthosarcome de la poule. Examen n° 41302. Plages for- 
mées de gros histiocytes monstrueux a caractéres macrophagiques, avec 
réaction inflammatoire subaigué (tumeur ulcérée en surface). 


types de cellules, mais ceux-ci ont évolué vers le potentiel phago- 
cytare. Certains de ces éléments mesurent jusqu’a 50 microns et 
on compte dans certains d’entre eux jusqu’a 10 et 12 polynu- 
cléaires phagocytés, 
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Enfin un troisiéme aspect est l’évolution xanthomateuse de ces 
hisiocytes (zone soufrée macroscopique). Ces cellules sont alors 
bourrées de vacuoles claires ou pigmentées de jaune brun ct 
présentent un aspect spumeux. La différenciation va méme jusqu’a 
la cellule géante du type Touton. 

On note de nombreuses zones de nécrose et d’hémorragie. La 
malignité est signée, non seulement par les métastases, mais par 
de nombreuses monstruosités cellulaires et nucléaires. 

Dans les zones d’invasion des muscles de la cuisse on note une 
réaction musculaire au contact de la tumeur. Quelques cellules 
musculaires striées deviennent globuleuses, tendent a s’isoler et 
évoquent les images décrites par A. Peyron [8], et sur lesquelles 
nous reviendrons tout 4 Vheure. 

‘La structure des diverses métastases reproduit les aspects de 
la tumeur primitive, sauf l’évolution xanthomateuse. 


ETuDE EXPERIMENTALE. 


La tumeur a été transmise d’abord par greffe, puis par filtrat. 
Les poules n°* 3 et 4 ont été inoculées dans les muscles pectoraux 
avec un broyat au mortier, en eau physiologique, d’une parcelle 
de la tumeur primitive conservée pendant huit jours en boite de 
Petri 4 — 25°. Il s’agit donc d’une greffe. 

La poule n° 4, de race Sussex, n’a rien présenté aprés un an 
d’observation. Par contre, la poule n° 8, de race Rhodes, a 
présenté au point d’inoculation un nodule apparu au _ trentiéme 
jour. L’animal a été sacrifié le quarante-cinquiéme jour. I] y avait 
localement une tumeur de la grosseur d’une amande, d’aspect 
translucide, de consistance molle. L’autopsie n’a pas montré de 
métastase. 

‘L’examen de la tumeur locale, n° 1432, a montré un aspect’ 
identique a la tumeur primitive : histiocyto-sarcome cedémateux 
et myxoide, avec plages de gros histiocytes quelquefois poly- 
nucléés a potentiel macrophagique. 

Une parcelle de cette tumeur greffée de la poule n° 8 a servi 
au passage par filtrat sur filtre Seitz aux poules 5 et 6. Nous 
avons effectué un broyat en eau physiologique de matériel con- 
servé onze jours en boite de Petri a4 — 25°. L’émulsion a été 
filtrée sur filtre Seitz EK. Inoculation dans les muscles pectoraux. 

La poule n° 5,.n’ayant rien présenté localement, a été sacrifiée 
aprés trois mois. L’autopsie n’a rien révélé, ni localement, ni dans 
les organes internes. 

La poule n° 6, de race Rhodes, a présenté trois mo:s environ 
aprés l’inoculation un petit nodule local qui a été extirpé chirur- 
cicalement. L’examen, n° 1646, a montré qu’il ne s’agissait que 
dun nodule inflammatoire chronique. Quelques mois plus tard 
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cet animal a présenté un amaigrissement progressif. Leta été 
sacrifié huit mois apres l’inoculation. L’autopsie n’a rien décelé 
au niveau du point d’inoculation, n’a pas mis de métastase en 
évidence dans les organes mais a permis de constater un gros 
foie jaune chamois. Ajoutons qu’une lame de sang a montre une 
formule normale. L’examen microscopique, n° 2047, a décelé dans 
les muscles pectoraux un petit nodule diffus ayant les caracteres 
de la tumeur primitive. Le foie était atteint d’une stéatose massive 
d grosses gouttes, sans signes de leucose aviaire ni de métastase 
tumorale. Nous devons conclure de ce résultat a la positivité de 
la transmission par filtrat et regretter qu'une affection intercur- 
rente n’ait pas permis le développement plus avancé de la tumeur 
transmise. 

Le virus de cette tumeur de la poule a malheureusement été 
perdu, car nous n’avons pas conservé une partie de cette masse 
musculaire, qui ne présentait pas macroscopiquement de tumeur. 


Discussion. 


Les tumeurs filtrables de la poule ont donné heu a de nom- 
breux travaux, et si nous nous reportons 4 la monographie de 
J. Nicolai [6] et a l’article de J. ‘Lafforet-Furiet [3], nous voyons 
que depuis 1910, date de la publication du premier cas de sarcome 
transmissible de la poule par Peyton Rous [44], les observations 
publiées peuvent étre groupées dans six types différents. 

Les tumeurs a type de sarcome fusiforme ou fibro-sarcome. 
dont le cas princeps de Peyton Rous [44], ont été décrites par 
Pentimalli [7], par A. Peyron [40] et par Begg [4]. 

Les tumeurs a type de myxosarcome ont été décrites par Peyton 
Rous [42]. Il s’agissait, dans ce cas particulier, de l’aspect 
produit par la greffe de sa tumeur princeps. La méme année c’est 
un myxosarcome que rapportent les auteurs japonais Fujinami 
et Inamoto [2]. 

Les tumeurs a type d’ostéo-chondro-sarcome ont été décrites 
par Rous, Murphy et Tytler [43], par Tytler [47] et par le japonais 
Muto {5}. 

_Le type de sarcome polymorphe a été rapporté par J’auteur 
allemand Teutschlaender [46] et étudié par A. Peyron dans des 
cas publiés par J. Nicolai {6}. : 

Plus intéressante encore est la tumeur publiée par P. Rous et 
B. Linda-Lange [44] en 1913. Les auteurs en ont fait un sarcome 
conjonchif, mais la tumeur présentait le caractére particulier de 
donner des Metastases presque uniquement dans les masses mus- 
culaires striées ou lisses. Aussi A. Peyron [9], ayant repris cette 
étude 4 Voccasion de tumeurs musculaires, était-il d’avis qu il 
s’agissait d’un sarcome musculaire. 

Nous en yvenons enfin a la tumeur décrite par Murray et 
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Begg [4], avec laquelle le cas que nous rapportons présente 
quelques analogies. Il s’agissait d’un coq présentant une multi- 
tude de petites masses grisatres péritonéales. La tumeur avait 
Vaspect d’un sarcome polymorphe, mais les passages ont révélé 
des caractéres permettant de la considérer comme un endothé- 
liome. Les auteurs signalent de plus une phase évolutive avec 
cellules volumineuses macrophagiques. Cette tumeur a fait l’objet 
dune étude de Roussy, Oberling et Guérin [45] qui ont confirmé 
la description des auteurs anglais. 'L’histogénése de cette tumeur 
doit étre recherchée dans des éléments mésenchymateux trés 
jeunes, puisqu’ils font preuve d’un potentiel évolutif considérable, 
et les auteurs proposent la dénomination d’ « hémohistio- 
blastome ». 

Le cas que nous rapportons a une origine similaire, mais 
cependant les éléments qui le composent présentent le potentiel 
évolutif de cellules plus avancées dans la différenciation. Ils nous 
paraissent présenter les caractéres de l’histiocyte, dont ils mettent 
en évidence la mobilité et la macrophagie. C’est pourquoi le 
diagnostic d’ « histioxanthosarcome » nous parait devoir convenir. 

En résumé nous rapportons |’observation d’une tumeur conjonc- 
tive maligne de la. poule dont nous avons pu obtenir la trans- 
mission par greffe et par filtrat. Les caractéres histologiques de 
cette tumeur permettent de la désigner sous le nom d’ « histio- 
xanthosarcome ». 
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VARIATIONS DU PH DU LIQUIDE ALLANTOIQUE INOCULE 
DE VIRUS GRIPPAL : 
CULTURE DU VIRUS DANS UN LIQUIDE ALLANTOIQUE 
LEGEREMENT ACIDE 


par B. FAUCONNIER. 


[Institut. Pasteur. Centre national de la Grippe. 
Service de M. R. Dusarric pe LA RiviERE (*).} 


Dans une communication précédente [4], nous avons montré 
dans quelles conditions on pouvait s’assurer de Vinfection d’un 
liquide allantoique d’ceuf embryonné, inoculé de virus grippal 
quelques jours auparavant, par la simple étude du pH de ce 
liquide. 'Les ceufs embryonnés de 14 jours, incubés a 38°, étaient 
inoculés indistinctement quel que soit le pH du liquide allan- 
toique. I] nous a paru intéressant de pousser un peu plus loin 
étude des variations du pH du liquide allantoique infecté, en 
particulier dans les liquides présentant au départ un pH inférieur 
a 7, c’est-a-dire légérement acide. 

L’étude présente, qui utilise non pas des moyennes d’ceufs mais 
des ceufs pris individuellement, porte done sur les points sui- 
vants : 

1° Dans quelle mesure le virus grippal peut-il se développer 
quand il est inoculé dans un liquide allantoique a réaction acide ? 

2° Si le développement a leu, quelles sont les variations conco- 
mitantes du pH du liquide ? 

3° Si variations il y a, & quel moment du développement du 
virus commencent-elles & apparaitre ? 

4° Quelles sont les relations possibles entre la valeur du pH 
du liquide allantoique et le début de la présence du virus telle 
quelle peut étre déterminée par Vhémo-agglutination ? 

_5° Comparaisons entre les courbes de pH obtenues par Vinfec- 
tion du liquide allantoique avant la chute de son pH d’une part, 
et au moment précis de cette chute d’autre part. 


MarTiRIEL UTILISK. 


1°’ Une souche de virus grippal A-PRS diluée en bouillon 
stérile a 10—* et dont le titre infectant sur ceuf est d’environ 
10". . 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 2 avril 1953. 
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_2° Des ceufs embryonnés de 15 jours, incubés a 38° et sélec- 
lionnés de maniére a ne garder que ceux dont le pH allantoique 
est inférieur a 7. 

TECHNIQUE EMPLOYEE. 


A lage de 15 jours, la moitié environ des ceufs incubés a 38° 
présente un pH allantoique acide. Pour déterminer ce pH, on 
ponctionne asepliquement quelques gouttes de liquide allantoique 
avec une seringue montée sur une aiguille spéciale. La technique 
de ponction est celle décrite par Green et Freyman [2] pour 
étude des courbes de croissance du virus grippal dans des ceufs 
pris individuellement. Elle utilise en particulier une aiguille 
spéciale présentant, outre son orifice terminal, 3 petits orifices 
supplémentaires étagés sur ses parois latérales. 

Les quelques gouttes de liquide recueilhies (0,25 a 0,30 cm?) 
sont déposées dans un tube de Kahn et le pH est mesuré avec 
un pH-métre électrique (Heito) muni d’une micro-électrode. 

Toutes les mesures ultérieures du pH du liquide allantoique 
infecté sont pratiquées de la méme maniére. Les ceufs ainsi sélec- 
tionnés, dont le pH varie de 5,5 a 6,7, sont inoculés a la méme 
heure par voie allantoique. Chacun recoit 0,1 cm* d’une dilution 
de virus 4 10—*. L’ensemble est placé a l’étuve a 35° et ponctionné 
aseptiquement comme il a été dit plus haut, dix-huit, vingt-deux, 
vingt-quatre, quarante-deux et soixante-six heures aprés inocu- 
lation. A chaque ponction, un contrdle de stérilité bactérienne est 
pratiqué. Les ceufs morts ou contaminés sont jetés. La présence 
du virus est recherchée par l’hémo-agglutination aprés chaque 
ponction et dans chaque liquide a la suite de Ja détermination 
du pH. 

Aprés la derniére ponction (soixante-sixiéme heure), 11 ceufs 
restent encore vivants et indemnes de toute contamination bacté- 
rienne. C’est sur ce lot type que nous baserons notre étude. 
L’expérimentation présente, qui ne porte que sur 11 ceufs, peut 
paraitre manquer de fond au point de vue du nombre d’ceufs 
utilisés, mais elle n’est qu'un type parmi bien d'autres études 
analogues ott des séries de 20 4 380 ceufs ont été suivies de la 
méme manicre. Car il va de soi que l’on ne peut ponctionner et 
tester avec toutes les précautions requises de stérilité bactérienne 
et en respectant un horaire précis, un plus grand nombre d’ceufs 
di la fois. Ainsi, toutes les autres séries d’expérimentation ont 
montré la constance absolue des résultats oblenus (décrits plus 
loin). Leur suppression apporte simplement une clarté plus grande 
a VPexposé. 

R&suttats optrenus (tableau I et fig. 1). 


1° Ds&iVELOPPEMENT DU VIRUS GRIPPAL DANS UN LIQUIDE ALLANTOIQUE 
LEGEREMENT ACIDE. — Sur les 11 ceufs inoculés, 4 se sont révélés 


224 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


Tasteav I. — Valeurs individuelles de pH. 
HA, hémo-agglutination. 


HEURES HEURE HEURE HEURE HEURE HEURE HEURE 
eres 0 18 22 24 42 66 
| H 6,7 6 6 6 6,4 6,7 
4 TA 0 0 0 0 + 
pH 6,6 6 6,1 6,3 6,6 1,4 
2 HA 0 0 0 
H 6,6 6,3 6,5 6,6 6,1 7,2 
3 HA 0 0 si ae _ 
H 6,5 3.7 a 5,7 36 5,6 
4 TA 0 0 0 0 0 
H 6 5,9 5,8 3,7 57 5,4 
5 HA 0 i 6 0 i 0 
H 6,6 6 5,9 5,9 6 6,6 
6 HA 0 0 0 0 Es 
pu 6,5 6,2 6,2 6,4 6,6 7,2 
7 HA 0 0 0 0 
pH 6,4 6,4 6,6 1 7 " 
: HA 6 6 + - ai 
H 6.6 6,4 6,6 6,6 7,2 7,6 
9 HA 0 0 ne 8 
H 6 5,9 5,9 5,9 3,9 3,6 
40 HA 0 0 0 0 6 0 
Hl 6 6 6 6 5,7 5,7 
11 WA 0 0 0 0 0 0 


réfractaires 4 la culture du virus (n°* 4, 5, 10 et 11); en parti- 
culier, les 3 ceufs dont le pH du liquide allantoique était a 6 
sont restés indemnes de V’infection. Le quatriéme ceuf (n° 4) avait 
un pH de départ de 6,5, mais il est remarquer que c’est l’ceuf 
dont la pente de pH est la plus forte au cours des premiéres 
heures puisqu’a dix-huit heures le pH est a 5,7. 

Quant aux 7, cufs:(m°* 1, 2.3, 6, 7,8, 9) dont le pH variait 
au moment de linoculation de 6,4 a 6,7, ils se sont montrés 
réceplifs 4 l’infection. D’aprés ces résultats, on peut déduire que 
le virus est capable de se développer dans un liquide légérement 
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acide. ‘Le pH le plus bas compatible avec ce développement semble 
étre au voisinage de 6. Cependant ce qui parait le plus important, 
ce nest pas la valeur du pH du liquide allantoique au moment 
de inoculation, mais bien plutot sa valeur au début de la mullti- 
plication active du virus. L’ceuf n° 4 en est un exemple : son pH 
allantoique a 6,5 au moment de l’inoculation n’est plus qu’a 5,7 
dix-huit heures aprés le début de |’infection, c’est-a-dire a l’heure 
ot. d’habitude le virus commence a se développer activement ; 
par la suite cet ceuf s’est montré indemne de toute infection ; au 
moment ot le virus devait se développer le pH était trop bas 
pour permettre cette multiplication. Au contraire, l’ceuf n° 7 
inoculé au méme pH (6,5) présentait encore un pH de 6,2 a dix- 
huit heures ; il s’est montré ensuite réceptif a V’infection, mais 
plus tardivement. Les relations entre la valeur du pH du liquide 
allantoique et le début de la multiplication active du virus seront 
discutées plus loin. 


2° VARIATIONS DU PH DU LIQUIDE ALLANTOIQUE INOCULE DE VIRUS 
GRIPPAL. — Pendant un temps plus ou moins long aprés inocu- 
lation, le pH du liquide allantoique continue a descendre ; puis 
i] remonte d’une maniére caractéristique chez tous les ceufs dont 
le liquide se révéle infecté de virus. Cette remontée de la courbe 
du pH est variable en intensité, mais elle est constante et abso- 
lument caractéristique de l’infection du liquide et permet de la 
déterminer en l’absence de tout test d’hémo-agglutination si on 
a pris soin de noter la valeur du pH a la quinziéme heure aprés 
inoculation, c’est-a-dire juste avant la multiplication active du 
virus. 

Cette méthode, basée sur l’inoculation d’ceufs dont le pH allan- 
toique est en pleine chute (ceufs de 14 ou 15 jours, incubés a 38° 
et sélectionnés pour rechercher les pH compris entre 6 et 7) 
permet d’étudier d’une maniére beaucoup plus précise les varia- 
tions du pH allantoique aprés inoculation. Il existe en effet un 
véritable temps de latence de plusieurs heures qu’il est pour ainsi 
dire impossible d’apprécier si l’on étudie des ceufs plus jeunes 
dont le pH allantoique, voisin de 8, subit peu de variations. 
Pendant ce temps de latence, le pH continue a décroitre comme 
le fait celui d’ceufs normaux. 


3° MoMENT DE LA REMONTEE DU PH PAR RAPPORT A LA MULTIPLI- 
CATION DU viRUS. — C’est dés le début de la phase active de 
multiplication du virus que le pH du liquide allantoique cesse de 
décroitre et commence a remonter. L’examen de la figure 1 
montre que lorsque le liquide allantoique contient assez de virus 
pour qu’il puisse produire une hémo-agglutination décelable, !e 
pH de ce liquide accuse un début d’augmentation. I] s’agit done 
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pien la, non pas d’un contre-coup du développement du virus, 
mais d’un phénoméne lié intimement a sa multiplication. 


4° RELATIONS ENTRE LA VALEUR DU PH ET LE DEBUT DE LA MULTI- 
PLICATION ACTIVE DU vIRUS. — Nous avons vu que pendant la 
période de latence précédant la multiplication active, le pH conti- 
nuait 4 descendre. Le temps de latence paraissait d’autant plus 
long que le pH était bas au moment de la multiplication active. 
Des expériences répétées n’ont pas confirmé cette hypothése pour 


LIQUIDES+AL'H.A. 
LIQUIDES OALH.A. 


0 18 2224 Aa SH eURES 66 


Fic. 14. — Courbes individuelles de pH; HA = hémagglutination. 


tous les ceufs dont le pH allantoique était supérieur a 6,5. Cepen- 
dant les examens ont montré d’une facon constante que pour des 
valeurs de pH allantoique voisines de 6, qu’on pourrait appeler 
valeurs critiques, le temps de latence était bien plus prolongé, 
pouvant s’étendre sur plusieurs jours, En bref, & ce pH critique, 
ou bien le virus ne se développe pas, ou bien il ne se développe 
quau bout de quarante, soixante et méme quatre-vingt-dix heures 
apres inoculation au lieu de dix-huit a vingt-quatre heures norma- 
lement. L’ceuf n° 6 de Ja figure 1, qui n’a montré un début d’hémo- 
agglutination qu’entre la quarante-deuxiéme et la soixante-sixiéme 
heure, en est un exemple. 

Au-dessus de pH 6,5 d’autres phénoménes entrent en ligne 
de compte ; en particulier la dose de virus inoculée, dose qui, 
comme on sait, influe également sur la période de latence du 
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développement. Toutefois, pour une méme dose de virus inoculée, 
le début du développement actif du virus peut étre aussi précoce 
dans un liquide & pH 7 que dans un liquide a pH 8. 


5° COMPARAISON ENTRE LES COURBES DE pH oBTENUES PAR INFEC- 
TION DU LIQUIDE ALLANTOIQUE AVANT LA CHUTE DE son pH. p’uNE 
PART, ET D’AUTRE PART AU MOMENT PRECIS DE CETTE CHUTE. — Elles 
sont résumées dans la figure 2. 

Si nous inoculons des ceufs de 12 4 13 jours dont le pH est 
encore élevé (au voisinage de pH 8), nous obtenons la courbe n° 1. 


Ou aloe 44a lS: Sie SB SMO s econ el 
AGE DES CEUFS 


Fic. 2. — Variations générales du pH 
suivant le moment de l’inoculation : Ti ou T2. 


La chute normale et brutale du pH allantoique ne se produit pas 
dans les ceufs infectés ; le pH moyen varie peu et finit par des- 
cendre aux alentours de 7,5. Si au contraire nous inoculons les 
ceufs alors que le pH allantoique est en pleine chute (au voisinage 
de pH 6,5), nous obtenons la courbe n° 2 qui accuse yne remontée 
lamenant en fin de compte a une hauteur voisine de la courbe 
n° 1. I] est a noter ici que les embryons infectés ne meurent pas 
tous dans les jours suivants (courbes 1 a et 2 a). Certains arrivent 
au vingt et uniéme jour préts 4 éclore et dans les derniers jours 
le pH du liquide allantoique, aussi bien dans le cas 1 que dans 
le cas 2, accuse une nouvelle chute brutale qui semble ainsi 
témoigner de la guérison de lembryon (courbes 1 b et 2b). Les 
différentes courbes de la figure 2 résument toutes les variations 
possibles du pH du liquide allantoique suivant le moment oi 
Pon procéde a son inoculation, la courbe n° 3 représentant les 
ceufs non inoculés ou indemnes de toute infection. 


228 ANNALES DE L'INSTITUT PASTEUR 
DIscUSSION GENERALE ET CONCLUSION. 


Un point important a signaler tout d’abord est l’explication de 
la négativité de certains liquides allantoiques pourtant inoculés 
de doses relativement importantes de virus. On remarque souvent, 
lors de passage d’une souche de laboratoire sur une série d’ceufs 
embryonnés, qu’un ou deux liquides n’agglutinent pas les globules 
rouges. Si le virus ne s’est pas développé, il y a tout leu de 
croire que c’est A cause d’un pH allantoique trop acide et infé- 
rieur a 6. D’ot l’intérét, si lon veut obtenir 100 p. 100 d’ceufs 
infectés, de ne pas inoculer des ceufs incubés 4 38° agés de plus 
de 12 jours. Le fait était connu depuis longtemps, mais |’expli- 
cation n’était pas donnée; nous pensons qu'il peut étre ainsi 
expliqué. Cette remarque est plus valable encore si l'on cherche 
a adapter a la voie allantoique une souche de virus récemment 
isolée. 

Ajoutons ici que Romanoff et Hayward [6] ont montré que la 
chute du pH allantoique des cufs normaux est plus précoce si 
les ceufs sont incubés a 89°5 au heu de 37°5. C’est la un phéno- 
méne important dont il faut tenir compte, car une différence de 2° 
dans la température d’incubation peut amener une chute moyenne 
du pH deux jours plus tdt, si bien que méme a 11 jours on peut 
déja avoir des ceufs dont le pH allantoique est incompatible avec 
V infection. 

De plus, ensemble des résultats obtenus demande une expli- 
cation: quelle est la cause de cette remontée du pH dans les 
liquides allantoiques infectés de virus. S’agit-il d’une libération 
massive de protéines a partir des cellules éclatées de la membrane 
chorio-allantoique, protéines qui joueraient le réle de tampon ? 
Y a-t-il libération de produits basiques non protéiniques ? Ou bien 
action toxique du virus sur l’embryon se manifeste-t-elle ainsi 
immédiatement en perturbant le métabolisme normal de cet 
embryon qui ne libére plus de substances acides abaissant norma- 
lement le pH (acide urique en particulier) ? 

_La question est complexe. Peut-étre plusieurs facteurs inter- 
viennent-ils en méme temps. Cependant il faut noter que, comme 
le montre la figure 2, quelle que soit la valeur du pH a laquelle 
les ceuls sont inoculés, on aboutit toujours a un pH voisin de 
7,9 (variant entre 7,3 et 7,7), quatre ou cing jours aprés inocu- 
lation. I] n’y a done pas une remontée du pH parmi les ceufs 
inoculés a pH 8 ou 8,5, mais au contraire une chute faible et 
progressive sjusqu’a 7,5. La remontée du pH ne se produit que 
pour les ceufs dont le pH avant inoculation est inférieur A ee. 
I semble done y avoir un effet tampon. Une substance serait 
libérée dans le liquide allantoique, substance qui tamponnerait 
celui-ci aux environs de pH 7,5. Mais l’existence de cette substance 
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tamponnante (protéines des cellules chorio-allantoiques par 
exemple) s’explique mal si on considére les courbes 1 b et 2 b de 
la figure 2, courbes qui montrent une nouvelle et forte production 
d’acides non neutralisés par le liquide allantoique. Toutefois 
laugmentation des protéines dans le liquide allantoique infecté 
par rapport au liquide allantoique normal est une chose 
connue [8, 4]. 

D’autre part, des auteurs argentins ont recherché les variations 
de la teneur en certaines substances des liquides allantoiques 
infectés et normaux. Papalardo [5] a trouvé, en particulier dans 
le liquide infecté, une nette diminution de l’acide urique ainsi 
qu’une notable augmentation de créatinine, phénoménes suscep- 
tibles tous deux de limiter la chute du pH normal, sinon de faire 
remonter ce pH. 

Quoi qu'il en soit, le probléme reste ouvert. Pour le résoudre 
il faudrait rechercher et doser dans le méme ceuf les différentes 
substances du liquide allantoique, une premiére fois vers Ia 
quinziéme heure et une seconde fois vers la quarantiéme heure 
aprés inoculation. 


R&esuMeE. 


L’étude de l’inoculation du virus grippal dans un liquide allan- 
toique d’ceuf embryonné dont le pH est légérement et naturel- 
lement acide montre que : 

1° Le virus peut se développer si le pH est supérieur a 6. Au 
voisinage de pH 6, l’infection est inconstante et au-dessous de 
pH 5,7 elle est exceptionnelle et trés tardive. 

2° Si l’infection se produit, le pH du liquide allantoique remonte 
d’une facon caractéristique jusqu’aux alentours de pH 7,5; si 
Vinfection n’a pas heu, le pH continue a descendre. 

3° La remontée du pH ne débute qu’au moment de Ja multipli- 
cation active du virus. 

4° La cause de cette élévation du pH est encore mal définie et 
demanderait des études chimiques completes. 
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STRUCTURE DE L’ACIDE RIBONUCLEIQUE 


Il. — MODE D’ACTION DE LA RIBONUCLEASE 
INFLUENCE DE SES CONDITIONS D’ACTION 
SUR LE REMANIEMENT POSSIBLE 
DES LIAISONS INTERNUCLEOTIDIQUES 
DE L’ACIDE RIBONUCLEIQUE 


par P. VIGNAIS. 


(Institut Pasteur. Service de Chimie Biologique 
[professeur MacHeBorvr].) 


L’étude précédente [4] nous a montré que les divers polyméres 
qui constituent une préparation brute d’acide ribonucléique se 
comportent différemment vis-a-vis de la ribonucléase. Une cer- 
taine fraction de polynucléotides de hauts poids moléculaires 
reste imattaquée. 

Cependant, une proportion appréciable est dégradée. Il est 
vraisemblable que cette dégradation se fasse par rupture de 
liaisons primaires internucléotidiques. Il nous a paru intéressant 
de nous atlacher & ce probleme. Nous avons voulu plus parti- 
culiérement montrer limportance des conditions d’action de la 
ribonucléase sur la nature des liaisons rompues ou remaniées. 

Des électrotitrations ont été réalisées sur des hydrolysats enzy- 
matiques de hauts polyméres d’acide ribonucléique. Ces poly- 
méres ont été obtenus en traitant un volume de solution nucléique 
a 7,5 mg/ml par un volume d’acide acétique. Le précipité formé 
est dissous dans une solution trés diluée de bicarbonate de 
sodium, le pH étant ainsi amené a 5,6; par addition d’alcool 
absolu on sépare lA. R. N. sous forme de ribonucléate de sodium 
(échantillon N,). 

Les hydrolyses ont été conduites suivant des conditions diverses. 
‘Les mesures de pH furent effectuées & 18° C au moyen d’une 
électrode de verre. La variation en millivolts pour une unité de 
pH a 18° C est de 58 millivolts. 

Le vase contenant la solution a titrer est recouvert d’une 
membrane de caoutchouc oti sont ménagées des ouvertures pour 
le passage des électrodes, de la pointe de la burette de titration, 
des tubes d’arrivée et de sortie d’azote. Les titrations se font, 
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en effet, sous courant d’azote purifié, évitant ainsi toute action 
acidifiante de Vanhydride carbonique de lair. 

Nous avons utilisé des solutions alcalines ou acides N/10 ou 
N/12,5. Nous ne pensons pas que la faible quantité de liquide 
réactif ajoutée puisse faire intervenir une correction sur la valeur 
des équivalents soude. ‘Les résultats sont exprimés en équivalents 
soude (EK. S.) par tétranucléotide. 

Le nombre d’équivalents soude est égal au rapport : 


Nombre de molécules de Soude 
Nombre de tétranucléotides d’A.R.N.° 


porent, 

X mJ] la quantité de soude au titre T utilisé. 

p le poids en milligrammes d’A. R. N. 

r le rapport entre la quantité de phosphore calculée et sa 
valeur théorique : 95,5 p. 100. 

Le poids moléculaire d'un tétranucléotide étant pris égal 
a 1 285. 


Pes X.T.4/1 000 
“2 = .95,5/100.4/4 295.4/4 000° 
Exprrience I. — Nous avons déterminé les courbes d’électro- 


titration : 

1° D’une solution nucléique témoin sans ribonucléase (20 mg 
de hauts polyméres d’acide ribonucléique de levure dissous dans 
5 ml d’eau bidistillée) ; 

2° D’un hydrolysat nucléique obtenu de la fagon suivante : 
action de 500 microgrammes de ribonucléase sur 14 mg de hauts 
polyméres dissous dans 5 ml d’eau bidistillée, a 38°, pendant 
quarante-huit heures. Le pH initial était de 5,61. 

Des contréles nous ont prouvé que la faible masse de ribonu- 
cléase introduite ne trouble pas | électrotitration. 

Quarante-huit heures aprés le début de Vhydrolyse, le pH est 
tombé a 4,88. Nous effectuons alors une titration par de la 
soude N/10 en notant le pH a chaque addition d’alcali. Les 
résultats obltenus sont rapportés dans les tableaux I et I bis. 

Pour une raison d’ordre pratique, l’origine des ordonnées pour 
les équivalents soude a été choisie 4 pH 5,61. C’est a ce pH qu’a 
été commencée l’hydrolyse de l’acide nucléique. 

D’autre part, nous avons voulu étudier l’action des alcalis 
dilués sur les liaisons internucléot:diques de Vacide ribonucléique 
préalablement traité par la ribonucléase. En conséquence, nous 
avons effectué sur l’hydrolysat enzymatique d’A. R. N. une titra- 
tion retour aprés un séjour de dix minutes a pH 9,88. 

En comparant les courbes d’électrolitration directe sur la solu- 
tion témoin et sur lhydrolysat, nous constatons : 

1° Qu’entre pH 5 et 6,5 ces courbes sont paralléles ; 
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TasBLeau I. — A.R.N. Témoin. 


NaOll N/10 EQUIVALENTS SOUDE pH 
en ml 

Ose ak ok ees —0.67 4,32 
i ee 8 — 0,34 4,35 
0,04 | — 0,44 4,33 
Oh. < t COe 
000% 6 + ko Re — 0,20 3445 
Geld Aa be | Re 0 564 
04s"... ee 0,20 6,08 
hl eee eek 0°44 6,75 
GAS a ames eae 0/54 1,44 
OY ga Red EE ee Sites 0,67 8/0 
adden caer eee 0,80 8,50 
Oe ck an oa eee 0,92 8.90 
0,06) -satuslicn. epeceas 4,05 9,23 


TaBLEau [ bis. — Hydrolysat @’A.N.R. 


E.S pH pH 


(titration directe) (titration retour) 


waned Faigle. bes hal sete 4,88 
Set adie: sa ee 5,40 
Tr GRO E 5,88 
Seon ah read ca a aes 6,2 
a Oe par thea 6,66 
eee eee ee 6,90 
Wh, Mere ua see 7,16 
ee ee tee 1,44 
pe BR gg RE toe 1,67 
eet, ee eee ee 7,95 
Sy Seely hhie 8,23 
Raa onan 8,42 1 
oe eee 8,81 8 
ih Hake AAEM gl 9,06 8 
nls Ld Acces ? 9,38 9 


Fa ae aa a eae 


Wert SCHOATR WOT 


(ie ot or) 


| ll ell cell ell ll ell ee — 
ake ae ke er ge 
DIODE WNHKH CO CO -10% & DO 
CONDE EE OPOTD HHA OOO 
AWRMMWNM MHD or orwrcr 
Hor rNMNO OOOO 


2° Qu’au-dessus de pH 6,5, s’amorce une divergence qui 
s’accentue & mesure que le pH s’éléve. 

Cet écart entre les deux courbes correspond vers pH 7,5 
a 0,57 E. S. et vers pH 9,2 4 0,95 E. S. 

Par ailleurs, si nous comparons la courbe de titration directe 


— «2» — effectuée sur Vhydrolysat avec la courbe de titration 
en retour — « 3 » — obtenue aprés action alcaline sur cet hydro- 


lysat, nous observons au-dessous de pH 9 une divergence qui va 
en saccentuant jusqu’a pH 7. Au-dessous de pH 7, les deux 


courbes se rapprochent. Elles se croisent a pH 5,75 et divergent 
ensuile en sens inverse. 
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Si nous comparons maintenant la courbe de titration du 
témoin — « 1 » — avee la courbe « 8 », nous constatons : 

1° Dés pH 5,10, une divergence qui s’accentue jusqu’a pH 7,5 
mais reste content entre pH 7,5 et pH 8,5: elle correspond 
alors a 0,85 E. S. 

2° A partir de OH 8,5, un nouvel écart entre les deux courbes 
qui, a pH 9,2, correspond a 1,10 E. S. 

L’ensemble des résultats nous conduit aux conclusions sui- 
vantes ; 

I. — L’examen comparatif des courbes « 1 » et « 3 » montre 
deux séries de dissociations. 

La premiére met en évidence l’apparition de groupes acides 


ES 


4 COURBE TEMOIN 
2  «  HYDROLYSAT (ALLER) 
gt ° (RETOUR) 


Fic. 1. 


phosphoriques secondaires : en effet, leur pK se situe aux envi- 
rons de 6 et leur neutralisation est terminée a pH 8. 

La deuxiéme correspondrait a la libération de groupes énoliques 
des bases azotées. En effet, le pk de ces fonctions se trouve aux 
environs de 9,2. . 

II. — En fait, les divergences observées entre les courbes « | » 
et « 3 » sont le résultat de deux ordres de phénoménes : 

a) Une action enzymatique a pH 5,6; 

b) Une action alcaline a pH 9,38. 

De quelle facon peut-on envisager le processus de cette hydro- 
lyse ? 
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Sous l’influence de la ribonucléase a un pH relativement bas, 
se produiraient deux phénoménes différents : 

1° Une rupture de liaisons esters : abaissement du pH par 
libération de fonctions iacides phosphor:ques ; 

2° Un remaniement de certaines liaisons internucléotidiques. 
Une partie des liaisons esters (phosphate-ribose) se transposerait 
en Laisons phosphates d’amine. 

Ceci expliquerait : 

La faible dissociation dans la région des acides phosphoriques 
secondaires (courbe « 2 »); 

L’apparition de dissociations nouvelles lors de la ttration 
« retour » sur l’hydrolysat enzymatique. En effet, les liaisons 
phosphates d’amine, 4 un pH alcalin de l’ordre de 9,2, seraient 
rompues et libéreraient : 

a) Des acides phosphoriques secondaires mis en évidence de 
pH 8 4 pH 6; 

b) Des groupes aminés des bases azotées qui rendent compte 
de |’élévation du pH final par rapport au pH initial. 

Nous avons pensé que les conditions d’hydrolyse étaient d’une 
importance capitale et que leur variation entrainait des change- 
ments appréciables dans les caractéres de lhydrolysat et la nature 
des liaisons rompues, C’est pourquoi nous avons effectué une 
autre expérience suivant un protocole différent. 


Exprrience II. — La solution témoin contient 18 mg de hauts 
polymeéres d’A. R. N. dissous dans 10 ml d’eau bidistillée. Une 
autre solution contient les mémes proportions d’A. R. N. et, en 
outre, 1 mg de ribonucléase ; le tout dissous dans 10 ml d’eau 
bidistillée. 

La quantité de ribonucléase utilisée est done plus élevée que 
dans l’expérience précédente. De plus, ici, hydrolyse se fait 
a 50°, pendant une durée de cing heures. Le pH initial était de 
5,78. Nous avons suivi la chute du pH au cours du processus 
d’hydrolyse. 


TEMPS 
en minutes 


OF 
Die ts 
30 pac 
240... 
300 . 


| = 


oa 


eye er Cee 


Ce Ot Cr Ce Ce 
m= Pw 1 
No we Lo 


’ 


Apres cing heures, hydrolyse a done atteint sa limite. Nous 
procédons alors a l’électrotitration de la solution hydrolysée par 
de la soude N/12,5 (tableaux II et II bis). 
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Tasieau ll. — A.R.N. Témoin. 


NaOH N/412,5 
en Be E.S. pu 

ORME Sar: aaah 26 : 4,32 3,90 
(RUE ig AS ee ie ee cee 4,20 4,0 

DAO eee eters ee, 4,08 4,40 
ONO Re eet 5 0,96 4,24 
O<0Sieceoeawes ¢ | 0,84 4,35 
0,40 . 0,72 4,52 
OMe Cee. 0,60 4,69 
Cuda pee ae Li eee 0,48 4,90 
VLRO a. ee ee 0,36 5,09 
“TS AISS sce ace ey Vs ame 0,24 5,29 
CRO0E- Mates Sane 0,12 5,50 
(oS Le Gee 0 5,7 

OY ouster ip seins = -speiame 0,12 6,16 
ONO GME S00 Aesnalis. 2 0,24 6,59 
ONOSat ers co cuee Seat Kase. 0,36 7,09 
(DES ues Rig ere Seance 0,48 7,59 
ORS OME. as “Sates fk 0,60 8,16 
OS capes gcse AI... wees 0,72 8,66 
OSGeo ee et See ALA 0,84 9,07 
(ASA crrangeaaie ae Moti acre eta 0.96 9,30 
ONS ORES a) CUIAES it. o 1,08 9,52 
Dt 8 ee Le a Se 4,20 9,69 

ot 


4 COURBE TEMOIN 
2, 2 »  HYDROLYSAT (ALLER) 
35 " (RETOUR) 


FonGremeee 


Ici également, Vorigine des ordonnées, pour les équivalents 
eee 4 = ‘ 5) 
soude, a été choisie a 5,78, pH auquel a commencé l’hydrolyse 
de Vacide ribonucléique. 
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Tasueau Il bis. — Hydrolysat d’A.R.N. 
fo ER Sa SRS SER SRS STE 


H pH 
EAS riteation directe) (titration retour) 

We ee vais ae Seen 54112 4,67 
OnSO" ee ele ge Re ae es eek 4,97 
ORGOP yao octet perms tree) «os 1 6,419 5,40 
(tie tO) eae Senaceehilc so ec 6,50 Helou 
ROG Rc ts eames ee torent 6,67 5598 
tase A lab now Cant ince Ome? cik'c 1,30 6.26 
AE soy My Mot ee) int Gee 8,00 6,61 
AEG Sites te MLR «ace lene 8,86 1,23 
de eo aE oe eo, go ree Sy oC 9,24 Tey 
og h Otten ss CMM, ac V5 cc 0) Malas 9,38 8,78 
Da. eT gseititomn o) Mistess OE or o544 
Dal Oe 2 see Mii a DS CRRA Bcc oa 9,72 9531 


Si nous comparons la courbe de titration directe de l’hydro- 
lysat « 2 » avec la courbe de titration de la solution témoin « 1 », 
nous constatons : 

Une premiére divergence des courbes de pH 5 a pH 8, corres- 
pondant a 0,90 E.S., a pH 8; 

Une deuxiéme divergence a partir de pH 9. A pH 9,67, Vécart 
entre les deux courbes correspond 4 1,32 E. 8S. 

A pH 9,72, nous avions laissé Vhydrolysat enzymatique 
séjourner trente minutes a 20° sous azote. Aprés ce laps de 
temps, le pH était tombé 4 9,37. Nous avons alors titré en retour 
par de l’acide chlorhydrique N/12,5. La courbe obtenue, « 3 », 
présente dans tout son trajet un important décalage vers des 
pH inférieurs par rapport a la courbe de titration directe de 
Vhydrolysat « 2 ». Ce décalage, aux environs de pH 8, corres- 
pond 4.0,o- tins, 

Nous pouvons interpréter ces faits de la facon suivante : 

1° A Vexamen des courbes « 1 » et « 2 », nous constatons, 
comme dans l’expérience précédente, l’existence de deux disso- 
clations : 

De pH 6 a pH 8 se trouvent libérées des fonctions acides 
phosphoriques secondaires ; 

A partir de pH 9, des fonctions énols font leur apparition. 

2° Le déplacement de la courbe « 38 » par rapport a la 
courbe « 2 » peut se concevoir comme le résultat de l’apparition 
de groupes acides phosphoriques. 

On peut penser que des groupes acides phosphoriques libérés 
entrent dans une liaison particuliérement sensible aux alcalis, 
assez analogue aux liaisons pyrophosphoriques alcali-labiles des 
ferments de Warburg et de von Euler. 
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Des liaisons pyrophosphoriques peuvent donc se concevoir en 
tant que liaisons internucléotidiques de l’acide ribonucléique. 

En résumé, les liaisons dans lesquelles peuvent entrer les 
groupes acide phosphorique de l’acide ribonucléique sont de 
nombreux types. La liaison ester en position 2 ou 3 du ribose, 
liaison classique des schémas de Levene, semble la liaison prin- 
cipale. Mais Gulland a suggéré la possibilité de nucléotides inter- 
médiaires possédant une liaison en 5; un équilibre se ferait entre 
les deux formes P — C, = P — C,. 

Parmi les autres laisons susceptibles d’exister, nous avons 
envisagé les liaisons: phosphates d’amine, phosphates d’énol, 
pyrophosphates. 

Ces liaisons possédent un intérét du point de vue énergétique. 
En effet, il est possible, d’aprés les travaux de Lippman, de 
considérer les liaisons ester P— OH comme des liaisons de faible 
énergie ; les laisons phosphates d’amine P-~NH,, phosphates 
d’énol P-~ OH, pyrophosphates P~ O ~- P, comme des liaisons 
de haute énergie. Ainsi, lacide ribonucléique représenterait dans 
la cellule un réservoir énergétique idéal pouvant, grace a des 
libérations d’énergie, intervenir dans des réactions de synthéses 
diverses. 

Par ailleurs, le mode d’arrangement des diverses liaisons inter- 
nucléotidiques peut présenter une importance primordiale. Leur 
répétition suivant une période bien déterminée limite peut-étre 
des motifs caractéristiques. Astbury a mis en évidence, grace aux 
rayons X, une période de 16 nucléotides dans l’acide désoxyribo- 
nucléique. I] est possible qu’une alternance d’un type analogue 
existe dans certains acides ribonucléiques. Ces acides nuclé:ques 
serviraient de modéles a certaines protéines de structure pério- 
dique. Mais des travaux récents imposent des considérations 
nouvelles. Sanger [2] vient en effet de mettre en évidence, dans 
Vinsuline, un enchainement d’amino-acides sans régularité ni 
périodicité. On peut cependant noter dans la partie centrale de 
la chaine de la fraction B une prédominance des acides mono- 
aminés-monocarboxyliques aliphatiques. Ne  pourrait-on pas 
établir une comparaison entre cette disposition et celle des nucléo- 
tides dans l’acide ribonucléique ? Nous savons, en effet, que la 
ribonucléase découvre au sein de la molécule nucléique un noyau 
de nucléotides riches en bases puriques, sur lequel viendrazent se 
disposer des chainons plus riches en bases pyrimidiques. 

La multiplicité des types de liaisons, l’ordre d’enchainement 
des nucléotides sont peut-étre en rapport avec la spécificité si 
étroite des acides nucléiques. Gulland [8, 4] a trés justement 
insisté sur la notion d’isomérie ; souvent des considérations 
analytiques classent, comme identiques, des acides nucléiques ; 
mais de simples modifications dans !a séquence de leurs nucléo- 
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tides permettraient d’expliquer des différences dans leur compor- 
tement biologique. 
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POUVOIR PROTECTEUR ANTI-TYPHOIDIQUE 
DE SERUMS HUMAINS. 
ETUDE SUR L’EMBRYON DE POULET 


par M=* J. GRABAR et Mve S. LE MINOR. 


(Institut Pasteur.) 


Dans un article précédent [4], nous avons décrit la technique 
que nous utilisons dans l’épreuve de séro-protection sur l’embryon 
de poulet. Nous avons employé dans ce premier travail des sérums 
de lapins hyperimmunisés afin de voir si cette technique était 
applicable a ]’évaluation de leur pouvoir protecteur. Les résultats 
obtenus nous ont encouragées a entreprendre |’étude de sérums 
humains de sujets « normaux », malades, anciens malades, por- 
teurs de germes, et surtout vaccinés. Ce sont les résultats de ces 
examens qui feront l'objet de cette étude. 


MATERIEL. — SERUM HUMAIN. — Le sang est prélevé a jeun, 
stérilement et le sérum décanté est conservé a la température + 4°. 
Avant chaque épreuve, la stérilité du sérum est contrdlée. 
Lorsque le sérum était accidentellement contaminé, nous avons 
essayé de le filtrer sur bougie (L3), mais les épreuves compa- 
ratives faites sur lceuf avec des sérums filtrés et non-filtrés nous 
ont montré que la filtration sur bougie « inactivait » le sérum. On 
sait, en effet, que le complément ou, au moins l’un de ses consti- 
tuants, est adsorbé sur la bougie. Mais, comme nous le verrons 
plus loin, le complément a un réle peu important, sinon nul, dans 
l’épreuve de séro-protection sur l’embryon de poulet. I nous 
faudrait admettre que les anticorps protecteurs sont aussi adsorbés 
par la filtration sur bougie. 

Nous avons essayé alors la filtration sur des membranes stéri- 
lisantes A porosité de diamétre moyen des pores 2R-800 my (1). 
Les épreuves comparatives nous ont montré que cette méthode 
était utilisable : le sérum filtré est stérile, et son activité protec- 


(1) Nous remercions M. Pierre Grabar qui a bien voulu se charger 
de cette filtration. 
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trice n’est nullement diminuée. Le titre du complément baisse, 
cependant considérablement. 

Avec un méme sérum, nous avons effectué plusieurs examens 
successifs a une semaine d’intervalle afin de nous rendre compte 
de V’influence du temps de conservation du sérum dans l|’épreuve. 
Les résultats sont stables du troisiéme jour au quinziéme jour. 
Puis le pouvoir protecteur fléchit jusqu’a devenir nul au bout 
@un mois. Le titre du complément, apprécié par réaction 
dhémolyse (titrage Kolmer), a baissé considérablement au bout 
de quinze jours. Dans certains sérums, on ne pouvait plus ttrer 
le complément ; dans d’autres, une baisse au tiers du titre initial 
a été constatée et, néanmoins, la séro-protection nous a donné a 
peu de différence prés, le méme résultat. D’ailleurs, le fait 
d’avoir ajouté du complément frais de cobaye, en quantité 
correspondant au titre du sérum frais, 4 des sérums vieillis, n’a 
pas changé les résultats. De méme, aucun changement ne se 
produit si, au sérum inactivé (une demi-heure a 56°) on ajoute 
du complément frais de cobaye. Le chauffage a 56° inhibe le 
pouvoir protecteur d’un sérum, sans agir sur le pouvoir agglu- 
tinant qui reste le méme. 

Ainsi, le délai que nous avons adopté pour lutilisation d’un 
sérum pour une épreuve de séro-protection, est de quinze jours, 
a condition de garder le sérum au réfrigérateur. 

Pour chaque sérum nous avons titré les agglutinines O, H et 
Vi. 


SOUCHE INFECTANTE. La souche avec laquelle nous avons 
travaillé est S. typhi 556 (V) de notre collection, qui nous donne 
depuis trois ans des résultats constants pour l’évaluation de la 
mortalité, 50 p. 100 chez les témoins. 

OEKurs. — Les ceufs proviennent de poules de la race Rhode 
Island, comme dans notre travail précédent. 


TrecuntouE. — Nous avons suivi la technique antérieurement 
décrite. Le sérum dilué au 1/10 dans de |’eau physiologique est 
mélangé & un volume égal de suspensions microbiennes allant de 
200 germes au millilitre 4 20 000 germes au millilitre. Les témoins 
recoivent uniquement les suspensions de 20 germes et de 
“00 germes au millilitre additionnées d’un volume égal d’eau 
physiologique. Nous inoculons sur la membrane chorio-allontoide 
de Poouf 0,2 ml du mélange & volume égal (sérum dilué au 1/10 
et suspension titrée). Comme la mortalité 50 p. 100 des témoins 
correspond toujours 4 une dose inférieure & 20 germes inoculés, 
les sérums qui protégent au-dessus de cette dose peuvent déja 
étre considérés comme ayant un certain pouvoir protecteur. Mais 
pour éliminer le pouvoir bactéricide non spécifique éventuel du 
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sérum, c'est uniquement pour des protections supérieures 3 
50 germes inoculés que nous considérons qu’un sérum protége. 

Nous apprécions le taux de mortalité 50 p. 100 par la méthode 
de Reed et Muench en utilisant le papier graphique semi-loga- 
rithmigque. Les chiffres que nous rapporterons correspondent au 
nombre de germes inoculés. 

Nous avons observé que les chiffres obtenus pour un méme 
individu, lors des examens répétés ne sont pas exactement les 
mémes, le moment du prélévement du sang ayant certainement 
une influence sur le pouvoir protecteur du sérum (état physiolo- 
gique de Jlindividu). En général ces variations sont minimes 
surtout avec les sérums d’hommes. Les sérums de femmes mon- 
trent des variations beaucoup plus importantes, sur lesquelles 
nous reviendrons plus loin. 


PouvorrR PROTECTEUR DE SERUMS « NORMAUX ». — Nous consi- 
dérons comme « normaux » les sérums qui proviennent de per- 
sonnes n’ayant jamais été vaccinées ou n’ayant jamais eu la fiévre 
typhoide. Il est assez difficile actuellement de se procurer de tels 
sérums, en raison de la grande expansion de la vaccination anti- 
typho-paratyphoidique. De plus, nous avons recherché des sérums 
de personnes ne dépassant pas 40 ans, les statistiques épidémio- 
logiques de la fiévre typhoide montrant qu’a partir de cet Age, 
le nombre de sujets susceptibles d’étre atteints diminue consi 
dérablement [2]. 

Nous avons expérimenté sur 10 sérums répondant 4 ces condi- 
tions. La recherche des agglutinines O, H et Vi est restée néga- 
tive, méme a la dilution de 1/10. Sur ces 10 sérums, 6 n’ont 
montré aucune protection de Vembryon de_ poulet contre 
20 germes injectés, tandis que 4 nous ont donné des chiffres 
dépassant 50 germes inoculés et une fois méme 2000 germes 
(voir le tableau). Autrement dit, sur les 10 sérums il y a eu 
40 p. 100 de protection « naturelle ». Etant donné le petit nombre 
des sérums, ce résultat n’a pas de valeur statistique, mais il peut 
expliquer que lors d’une épidémie de fiévre typhoide un grand 
nombre de sujets non vaccinés ne contracte pas la maladie [2]. 


SERUMS D’ANCIENS MALADES ET DE PORTEURS DE GERMES. — La 
fiévre typhoide, comme on le sait, confére une immunité stable et 
durable. Les 10 sérums d’anciens malades sur lesquels nous 
avons expérimenté, nous ont donné en moyenne la dose du 
taux 50 p. 100 a 200 germes inoculés (voir tableau). Nous avons 
pu examiner le sérum d’un malade au dixiéme jour de la 
maladie, avant le traitement par les antibiotiques. A cette dale, 
son sérum protégeait contre 100 germes. Lors de sa sortie de 
Vhépital, la dose 50 p. 100 de protection était de 997 germes 
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inoculés. Un an plus tard, cette dose a été évaluée a 2 000 germes. 

Un cas intéressant nous parait étre celui d'une ancienne malade 
(ser. M., fiévre typhoide en 1946) dont le sérum examine a trols 
reprises n’a révélé aucune protection, la dose de 50 p. 100 étant 
une fois 86 germes, une fois 40 germes et une fois inférieure a 
20 germes. Son sérum agglutinait a chaque examen : EO-1/100 ; 
EH-1/200 et Vi-1/20-1/40 (2). Par la méthode de l’hémagglutina- 
tion, le titre des agglutinines Vi était également a 1/40. Un inter- 
rogatoire plus serré de la personne nous a appris qu’a deux 
reprises, le sang avait été prélevé la veille de ses régles (la per- 
sonne ne se rappelait pas son état physiologique lors du premier 
prélévement). Un nouvel examen effectué sur son sérum dix jours 
aprés la fin des régles, a montré une protection contre 250 germes. 

Nous avons pu constater le méme changement du pouvoir pro- 
tecteur au cours du cycle menstruel pour deux autres sérums 
de femmes vaccinées. Les témoins-sérums, c’est-a-dire les ceufs 
inoculés uniquement avec 0,1 ml de sérum dilué a 1/10, ont sur- 
vécu dans les trois cas. Ce fait parlerait en faveur d’une baisse 
du pouvoir protecteur du sérum et non d’une action toxique de 
celui-ci a certaines périodes du cycle ovarien. Notons que le titre 
des agglutinines est resté le méme dans les trois cas, que le préle- 
vement ait été effectué au moment ot le pouvoir protecteur était 
le plus élevé ou a celui ot il était fortement abaissé. 

Nous avons dit, au début de ce travail, que la filtration sur 
bougie enlevait tout pouvoir protecteur aux sérums de vaccinés. 
Par contre, parmi les sérums de malades, nous avons eu deux 
sérums (ser. N. et sér. S.) d’anciens vaccinés qui, aprés filtration 
sur bougie, continuaient a protéger, lun contre 275 germes, 
lautre contre 100 germes. 

Les sérums de sujets porteurs de germes que nous avons 
examinés, ne nous fournissent aucune indication quant au pouvoir 
protecteur de cette catégorie. Nous avons expérimenté trois 
sérums de porteurs de germes, provenant de personnes internées 
dans un asile, Les trois sérums agglutinaient les suspensions Vi 
aux titres de 1/20-1/40. Les mémes titres ont été obtenus par la 
technique d’hémagglutination. Les trois sérums nous sont par- 
venus contaminés et, malgré la filtration sur bougie, deux ont 
protégé contre 200 germes, le troisiéme contre 50 germes. 

_ Bien que le pouvoir protecteur de ces trois sérums apres filtra- 
lion soit satisfaisant, nous ne pouvons apporter de conclusion 


(2) Malgré plusieurs coprocultures, nous n’avons jamais pu _ isoler 
S. typhi, pour expliquer la persistance des agglutinines Vi A un tel 
titre. Par contre, les agglutinines O et H chez cette ancienne malade, 


peuvent s’expliquer par une vaccination DT.TAB, effectuée apres sa 
maladie. 
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valable en raison du petit nombre de cas. Mais, il nous semble 
qu’un rapprochement peut étre fait entre des résultats obtenus 
avec ces sérums de porteurs de germes et ceux d’anciens malades 
(ser. N. et S.) : dans les deux cas la filtration sur bougie n’a pas 
enlevé le pouvoir protecteur. Il n’est pas, A notre connaissance, 
de statistique établie sur les cas de typhoide chez les porteurs de 
germes, mais ces derniers devraient étre aussi bien protégés 
contre une infection que le sont les anciens malades. 


PoUVOIR PROTECTEUR DES SERUMS DE VACCINES. — Le plus grand 
nombre de sérums examinés provient de sujets vaccinés. Sauf 
un cas, vacciné dans l’armée en 1946 en Angleterre, probable- 
ment avec de |’ « alcool-vaccin » (la personne n’a pas pu nous 
fourmir de renseignements a ce sujet), tous les sujets ont été 
vaccinés a différentes périodes par les vaccins TAB ou DT.TAB 
de l'Institut Pasteur. Nous avons expérimenté sur 50 sérums, 
dont quelques-uns proviennent des mémes sujets, mais dont les 
prélévements furent faits a diverses reprises durant trois ans. 
Notons, tout de suite, que tous les sujets avaient normalement 
été vaccinés, c’est-a-dire par trois injections, et la majorité 
d’entre eux avaient eu un an aprés une injection de rappel. De 
plus, les vaccinations étaient, sauf pour deux cas, relativement 
récentes (entre trois et cinq ans). 

Aucun des sérums de vaccinés n’avait d’agglutinines Vi méme 
au titre de 1/10. Par contre, tous avaient des agglutinines H a un 
titre égal ou supérieur au 1/200, certains des agglutinines O, 
celles-ci dépassant rarement 1/50. 

L’épreuve faite sur l’ceuf avec 50 sérums de vaccinés (la dose 
témoin 50 p. 100 étant de 2 germes inoculés), ne nous a jamais 
donné une protection inférieure a 50 germes (50 p. 100). Les 
chiffres sont compris entre 50 et 500 germes, la majorité des 
sérums ayant protégé contre 100 a 500 germes (voir tableau). 

Nous avons parlé de la variation du pouvoir protecteur des 
sérums des femmes, anciennes malades ou vaccinées. Chez 
Vhomme ces variations sont minimes. Ainsi, le sérum L, a pro- 
\ée¢é au premier examen contre 400 germes ; refait trois mois plus 
tard, il protégeait contre 350 germes, un an aprés 480 germes et, 
quinze mois plus tard, 400 germes. 

Les résultats obtenus avec les sérums des vaccinés sont com- 
parables a ceux fournis par les sérums d’anciens malades. La 
vaccination provoque done comme la fiévre typhoide l’apparition 
d’anticorps protecteurs décelables dans le sérum. Mais les diffé- 
rences de résultats de la séro-protection, des sérums de malades 
et de ceux des vaccinés aprés filtration sur bougie, pose la ques- 
tion de l’identité de la nature de ces anticorps. 
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Tableau d’ensemble des résultats. 


PROTECTION 50 p. 400 
évaluée en nombre 
de germes inoculés 

CATEGORIES DES SERUMS EXAMINES TOTAL 


50 50-200 | 200-500 | 500-2 000 


eee 


INO GENOA Svs sae eustersieses Menee: uae 6 2 4 4 40 
Malades et anciens malades . as 8 2 10 
Porteurs de germes sérums filtrés . 4 2 3 
MalCcineéstiwes etapa) See 13 32 5 50 


Discusston. -—— Jusqu’ici, l’épreuve de séro-protection anti- 
typhoidique avec des sérums humains a toujours été faite sur des 
souris [8, 4, 5, 6). Nous l’avons pratiquée nous-mémes et nous 
continuons a la pratiquer comparativement a l’épreuve sur l’em- 
bryon, dans l’évaluation du pouvoir vaccinant d’un vaccin anti- 
typho-paratyphoidique. 

L’épreuve sur l’embryon de poulet a certains avantages sur 
l’épreuve sur la souris, tout en donnant des résultats aussi précis. 
Il est d’abord relativement simple de se procurer des ceufs de 
méme race tandis que pour les souris ce probléme est plus diffi- 
cilement résolu. Il suffit d’avoir une étuve pour obtenir le déve- 
loppement de ’embryon. L’influence de la température ambiante, 
de la nourriture, Vincidence éventuelle des épidémies dans les 
élevages, diminuent de beaucoup Ja commodité du travail avec 
les souris et rendent souvent Vinterprétation des résultats difficile. 

De plus, on sait que la souris est réfractaire 4 l’infection 
typhoidique et injection intrapéritonéale est un moyen bien artifi- 
ciel de provoquer la mort chez cet animal. L’embryon de poulet 
est sensible a S. typhi, et un nombre de germes minime, relati- 
vement stable pour une méme souche, suffit a le tuer. Comme 
nous l’avons dit dans notre premier travail, l’épreuve est un test 
de virulence et non de toxicité. Rappelons encore une fois que les 
ceufs embryonnés qui survivent, méme inoculés avec des doses 
élevées, ont un aspect normal et il n’y a pas de multiplication des 
germes, comme c’est le cas des ceufs dont les embryons meurent. 

Enfin, l’évaluation du résultat par la dose 50 p. 100 nous parait 
étre trés importante. On connait, en effet, d’aprés les derniers 
travaux sur les salmonelloses expérimentales [7, 8, 9], combien 
ce nombre varie d’aprés le germe infectant et V’individu. Le fait 
que, dans I’épreuve sur l’embryon, les témoins sont tués avec le 
méme nombre de germes et que nous effectuons l’épreuve avec le 
sérum en utilisant des nombres supérieurs a ceux des témoins, 
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nous permet de conclure que toute survie de l’embryon est fonc- 
tion du pouvoir protecteur du sérum. 

Ce pouvoir protecteur est-il spécifique ? Dans notre premier 
travail, nous avons pu démontrer la spécificité de l’épreuve, les 
10 sérums des lapins neufs ne nous ayant donné aucune protec- 
tion. Dans le cas des sérums humains, l’épreuve faite sur des 
sérums dits normaux n’est pas concluante. D’ailleurs les sérums 
normaux, éprouvés sur la souris par Siler et coll., ont protégé la 
souris dans 52 p. 100 de cas. 

Quel est le rdle du complément dans l’épreuve ? D’aprés nos 
expériences il semble négligeable. Du sérum frais de cobaye 
ajouté a des sérums qui ne possédaient plus de complément, dont 
le pouvoir protecteur avait fléchi, n’a jamais réactivé ce pouvoir. 
Comme nous nous sommes méfiées de sérums « normaux » 
humains, nous n’avons jamais fait d’épreuves en ajoutant du 
complément humain. De plus, la protection obtenue avec les 
sérums d’anciens malades, filtrés sur bougie (done sans complé- 
ment) nous semble étre une preuve de plus de la non-intervention 
du complément, le sérum étant toujours dilué dans l’épreuve 
a 1/10. 

Les anticorps protecteurs du sérum sont indépendants des 
agglutinines. Ces derniéres n’ont jamais pu ¢étre mises en 
évidence, méme a des titres bas, dans les sérums « normaux » ; 
pourtant certains d’entre eux ont eu un pouvoir protecteur élevé. 
Il est possible que nous soyons en présence des agglutinines 
incomplétes, non décelables par les méthodes d’agglutination 
courantes ou par l’hémagglutination, mais il est possible que ces 
anticorps soient d’une nature tout autre et que leur mise en évi- 
dence in vitro demande d’autres moyens d’investigation. 

Quelle est la valeur des résultats réguliérement positifs que 
nous avons obtenus avec les sérums des vaccinés ? Il est vraisem- 
blable que, parmi les sérums éprouvés, plusieurs personnes 
étaient naturellement immunisées. Mais les bons résultats sont 
aussi dus en grande partie a la vaccination correcte des sujets 
dont nous avons examiné les sérums. Néanmoins, tant que nous 
n’aurons pas de précisions sur le nombre de germes nécessaires 
pour provoquer l’apparition de Ja fiévre typhoide, nous ne pour- 
rons pas affirmer que les chiffres obtenus sur l’embryon de poulet 
ont une signification absolue. 

Mais il nous semble, que l’intérét principal de l’épreuve de 
sérums humains sur l’embryon de poulet consiste, nous le répé- 
tons, dans l’évaluation du pouvoir antivirulence de ces sérums. 
Cette méthode différe donc de la séro-protection effectuée sur 
souris qui permet, elle, d’apprécier le pouvoir antitoxique d’un 
sérum antityphoidique. Mais ces deux méthodes n’évaluent que 
les anticorps sériques qui ne représentent qu’une partie de 
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Vimmunité antityphoidique, qu'elle soit naturelle ou acquise par 
Ja maladie ou la vaccination. 


Résumé. — Les résultats des épreuves faites sur !embryon de 
poulet avee des sérums humains de personnes « saines », anciens 
malades et surtout vaccinées sont donnés. Les avantages de 
l’épreuve sur embryon de poulet comparée a celle sur souris sont 
discutés. Plusieurs questions sont soulevées, entre autres celle de 
la nature des anticorps protecteurs, qui demandent des recherches 
ullérieures. 
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METHODE PRATIQUE 
DE DOSAGE MICROBIOLOGIQUE DU PHOSPHORE. 
APPLICATION AU DOSAGE DU PHOSPHORE 
DANS LES TERRES 


par J. KAUFFMANN (*). 


(Office de la Recherche Scientifique Outre-Mer, 
Laboratoire de Microbiologie du Sol.) 


Cette méthode est basée sur la propriété que posséde une bac- 
térie de réduire les nitrates en nitrites. 

Une étude de la fonction réductrice de cette bactérie, que nous 
avions dénommée souche E, a déja fait l’objet d’un travail anté- 
rieur [4]. Ce qui caractérise essentiellement cette souche, c’est de 
conserver le pouvoir de réduire les nitrates en nitrites dans tous 
les mileux de culture permettant sa croissance. 

Nous avons en effet remarqué que cette réduction est indépen- 


surface 


dante du rapport du milieu de culture. Elle se produit 


volume 
dans les milieux synthétiques comme dans les milieux organiques 
les plus complexes : milieu au bouillon, a Veau peptonée, & 
Vextrait de viande et de foie. 

Cette méme souche posséde, en plus, la propriété de réduire 
la totalité des nitrates en nitrites dans les milieux de culture qui 
contiennent, outre l’azote nitrique, de l’azote ammoniacal ou 
aminé. 

Cette seconde propriété nous a permis de mettre au point un 
dosage microbiologique des nitrates dans les milieux les plus 
complexes contenant de l’azote nitreux, ammoniacal et aminé [2). 
En outre cette bactérie posséde les caractéres suivants : 

Batonnet présentant des granulations internes se colorant faci- 
lement par le violet de gentiane ; présente des formes irréguliéres 
en massue ; germe asporulé, Gram positif, non acido-résistant, 
immobile ; les colonies sur gélose sont rugueuses, petites (envi- 
ron 1mm de diamétre), de couleur orange caractéristique ; ne 
coagule pas le lait mais celui-ci se trouve fortement alcalinisé. 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 6 mai 1953. 
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Ce germe utilise le glucose, le saccharose, le benzoate, Voxalate, 
le pyruvate, le citrate et le propionate comme source carbonée 
(ces derniéres substances carbonées étant sous forme de sels de 
sodium). Cette bactérie est incapable d’utiliser le butyrate et le 
tartrate de sodium. 

Etant donné ses caractéres, nous avons été amené a nommer 
définitivement cette nouvelle souche bactérienne : Corynebacterium 
aurantiacum. 

Ces premiéres données étant connues, nous avons poursulvi 
nos recherches sur le mécanisme de la réduction des nitrates en 
nitrites par cette souche en étudiant l’influence du phosphore sur 
cette réduction. C’est cette nouvelle recherche qui nous a permis 
de réaliser un dosage microbiologique du phosphore. 


I. — INFLUENCE DU PHOSPHORE SUR LA REDUCTION 
DES NITRATES EN NITRITES. 


Pour cette étude nous avons fait l’expérience suivante 
Le milieu de culture suivant 


Sulfate de potassium 0,2¢ 
Sulfate de magnésium 0,1 ¢ 
Chlorure de sodium . MASUR SSS, Vea Cae 0,4 g 
Sulfate ferriquess):e ss. Gee ec eee: Meena 0,002 g 
Sulfate de manganése . Pe PN ae ape. eke 0,002 g 
Nitrate dammonium 3 ¢ 
Carbonate de calcium AS, ee gh drciglls, x5 Poet 3g 
Bauydistillees. 22% 3. ka os. 5 4 Ee ioe es: @ eOUOmermnS 


a été réparti dans des tubes a essais de 15 mm de diamétre a 
raison de 4-cm* par tube. Dans chaque tube a été ajoutée une 
quantité bien définie de phosphore, de maniére a obtenir une 
gamme de concentration allant de 0 a 2 wg de phosphore par 
0,2 wg. On complete le volume du milieu de chaque tube a 5 cm* 
avec de l’eau distillée. Les tubes ont été ensuite bouchés au coton 
et stérilisés & lautoclave (vingt minutes a-115°). Aprés six jours 
de culture a I’étuve a 29°, on préléve II A III gouttes des diffé- 
rents milieux de culture et on note, sur ces prélévements, l’appa- 
rition des nitrites avec le réactif de Griess. Une deuxiéme caracté- 
risation, faite vingt-cing jours aprés l’ensemencement, a donné 
les mémes résultats. Ceux-ci sont résumés dans le tableau I. Son 
examen montre que les nitrites n’apparaissent uniquement que 
dans les milicux de culture contenant au moins 1,4 ug de phos- 
phore, soit 0,28 wg de phosphore par centimétre cube de milieu. 

Cette quantilé minimum de phosphore nécessaire A la réduction 
des nitrates en nitrites, que nous pouvons appeler seuil de déni- 
trification, dépendra ¢évidemment de la pureté des produits uti- 
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TABLEAU I. 


bod 
Phosphore en pg ajouté dans 
5m? de milieu .. .. .| 0 |0,2/0,4/0,6/0,8] 4 |1,2/4,4/4,6/4,8 
Caractérisation des nitrites .| 0 ) 0 0 Oo; 0}; 0}; +} 4+) 4+ 


pee or roation des nitrites; 0, négatif au réactif de Griess; +, positif au réactif de 
wiess. 


lisés pour composer le milieu de culture. Pour nos expériences 
nous avons utilisé les produits R. P. Prolabo. 

Nous avons recherché ensuite si l’A€ge de la souche ou la 
richesse d’ensemencement du milieu de culture avait une action 
sur ce seuil de dénitrification. Pour ce faire nous avons réalisé 
Vexpérience suivante 

Nous avons utilisé comme précédemment le milieu de culture 
réparti dans des tubes a essais. Nous avons réalisé les ensemen- 
cements suivants 

1° Ensemencement pauvre avec une souche Agée de trois jours. 

2° Ensemencement riche avec une souche Agée de trois jours. 

3° Ensemencement pauvre avec une souche Agée de cinquante 
jours. 

4° Ensemencement riche avec une souche agée de cinquante 
jours. 

La stérilisation a été faite a l’autoclave, vingt minutes 4 115°. 
Nous avons caractérisé les nitrites six jours aprés l’ensemen- 
cement. Dans ces conditions on constate que la quantité nécessaire 
et suffisante de phosphore pour provoquer l’accumulation de 
nitrites dans les différents milieux de culture est égale a celle 
trouvée précédemment c’est-a-dire 0,28 ug de phosphore par 
centimetre cube de milieu de culture. Les résultats trouvés ont 
été identiques pour tous les différents ensemencements réalisés. 
Lage de la souche bactérienne et la richesse d’ensemencement 
du milieu de culture n’ont done aucune action sur le seuil de 
dénitrification. 

Nous avons enfin fait une derniére expérience, en tubes a essais, 
en faisant varier le temps de stérilisation du milieu de culture : 
vingt et quatre-vingt-dix minutes a |’autoclave 4 115°. Le seuil de 
dénitrification s’est montré identique dans les deux lots et égal 4 
0,28 we de phosphore par centimétre cube de milieu. Le temps 
de stérilisation, dans les conditions d’expérience, n’a done aucune 
action sur le seuil de dénitrification. 

L’ensemble des expériences décrites ci-dessus montre que la 
réduction des nitrates en nitrites par le Corynebacterium auran- 
tiacum exige, dans des conditions d’expériences données, la pré- 
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sence d’une quantilé minima, bien définie, de phosphore dans ‘e 
milieu de culture. 

Cette propriété nous a amené a réaliser un dosage micrebio- 
logique du phosphore. Nous avons appliqué cette nouvelle 
méthode au dosage du phosphore dans la terre. 


Il. — DosaGE MICROBIOLOGIQUE DU PHOSPHORE DANS UNE TERRE. 


A. Principr. — La technique que nous utilisons consiste a 
ajouter différentes quantités d’une méme terre, préalablement 
séchée sur chlorure de calcium et broyée, dans des tubes a essais 
contenant chacun 5 cm? de milieu de culture sans phosphore. Ces 
lubes sont bouchés au coton, stérilisés puis ensemencés avec le 
C. a. Aprés dix jours de culture a ]’étuve a 29°, on préléve, dans 
chaque tube, quelques gouttes de milieu de culture sur lesquelles 
on caractérise l’apparition des nitrites. 

Parmi ceux révélant une production de nitrites, celui contenant 
la plus petite quantité de terre ayant permis cette production, 
est celui ot! la quantité de terre mise dans le tube contient la 
quantité de phosphore correspondant au seuil de dénitrification. 

Cette quantité de terre étant connue ; la quantité de phosphore 
correspondant au seuil de dénitrification étant elle aussi connue, 
il est facile de déterminer le contenu en phosphore assimilable 
de la terre étudiée. 


B. ErupE COMPARATIVE SUR DIFFERENTES TERRES. — Cette tech- 
nique étant établie, nous avons effectué le dosage microbiologique 
du phosphore sur les échantillons de terre suivants 

1° Terre de la région de basse Céte d'Ivoire. 

a) ‘Terre sous forét (Terre I). 

b) Terre initialement sous forét mais défrichée et maintenue 
dénudée depuis trois ans (Terre III). 

c) Terre initialement sous forét que l’on a défrichée puis aban- 
donnée a la végétation depuis trois ans (Terre II). 

2° Terre de culture de la région du Haut Dahomey (Terre IV). 

3° Terre de culture de la région de Toulouse [France| 
(Terre V). 

Les temps de stérilisation ont été de vingt, quarante-cing et 
quatre-vingt-dix minutes 4 115°. La caractérisation des nitrites 
faite soit huit jours, soit vingt et un jours aprés l’ensemencement 
a donné des résultats identiques. Ceux-ci sont résumés dans le 
tableau II. Un fait apparait immédiatement : augmentation du 
temps de stérilisation affecte le seuil de dénitrification de certaines 
terres seulement : il la diminue. 

L’explication de l’abaissement du seuil doit certainement étre 
cherchée dans le fait que lhydrolyse des composés phosphorés 
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Tasceau IL. 


Quantite TERRE I TERRE TERRE I TERRE IV TERRE Y 
de terre 


en mg Temps de Temps de Temps de Temps de Temps de 
ajoutee | stérilisation sterilisation stérilisation sterilisation sterilisation 


dans 5cm3 
20m" 45mm gom PAM ide eomsa5mn gomn 20 Payal) gomn eome 
de milieu 
0 


+ 
+ 
+ 
ate 
~ 


Caractérisation des nitrites par le réactif de Griess: 0, réaction négative; +, réaction 
légerement positive (coloration rose); +-+, réaction positive (coloration rouge); +++, réac- 
tion trés positive (le réactif précipite). 


non assimilables par la bactérie est d’autant plus poussée, avec 
libération de phosphore sous forme assimilable par la bactérie, 
«que le temps de stérilisation est plus long. 

Une méme quantité de terre pourra done contenir d’autant plus 
de phosphore assimilable que le temps pendant lequel elle est 
stérilisée sera long. 

Nous avons recherché quel serait Je seuil de dénitrification de 
certaines de ces terres en stérilisant celles-ci 4 sec. Dans ce but 
nous avons fait l’expérience suivante. 

La terre répartie dans des tubes a essais a été stérilisée A sec 
a Vétuve & 180° pendant une heure. On ajoute alors dans chaque 
tube 5 em* de milieu de culture préalablement stérilisé a lauto- 
clave pendant vingt minutes a 115°. Dans ces conditions le seuil 
de dénitrification a été réalisé avec 100 mg de terre de la région 
de Toulouse et avec 150 mg de terre provenant de la région du 
Haut Dahomey. Cette expérience n’a pas été faite sur les autres 
échantillons de terre. 

On remarque que le seuil de dénitrification peut étre différent 
suivant que la terre a été stérilisée a l’autoclave ou 4 l’étuve 
en atmosphere séche. 

Il est évident que le phosphore libéré par une stérilisation 
donnée sera essentiellement fonction de la nature de la terre. Ce 
qui est important, c’est d’opérer toujours dans les mémes condi- 
tons expérimentales afin de pouvoir comparer, quant a leur 
teneur en phosphore, différentes terres entre elles. 

La stérilisation a lautoclave présente deux avantages sur la 
stérilisation a l’étuve, a savoir 
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1° La méthode est plus pratique. Elle évite de stériliser 4 part 
la terre et le milieu de culture. 

2° Elle permet de connattre la quantité de phosphore libéré par 
hydrolyse : hydrolyse provoquée par différents temps de stéri- 
lisation, ce qui permet de connaitre approximativement le rapport 
entre la quantité de phosphore assimilable sinon par la plante, 
du moins par la bactérie, et la quantité de phosphore rendu assi- 
milable par stérilisation. 


III. — ComPpaRAISON ENTRE LA TENEUR 
DE PHOSPHORE TROUVE DANS QUELQUES TERRES PAR LES METHODES 
MICROBIOLOGIQUE ET CHIMIQUE (1). 


ke 


Ces dosages ont été effectués sur les 5 échantillons de terre 
ayant déja servi pour nos expériences ci-dessus. Les différentes 
teneurs en P,O, de ces terres trouvé par les deux méthodes, 
chimique et microbiologique, sont résumées dans le tableau 
suivant 

TaBLeau IIT. 


Methode chimique 


P20, en% ! 
aan P50. en % 
(methode a total 


Vacide | 
citrique) 


Methode _microbiologique 


N° des 
echantillons 
de terre 


P20, en % 
trouve par une sterilisation de : 


P20s 907" 
P,0, 207" 


20 min | 45 ™6 | gomn 


0,016 | 0,010 } 0,010 0,026 
cM ie ae oa a 

ee 0,0064 | 0,006a ' 0,031 

0,0032 0,0932 | 0,0032 | 0,013 


i} 
| 
r 
0,002 | 0,0032 | 0,032 


= eat 


0.00063 7 0,048 


0,0016 =! 0,0064 | So,032 0,154 


, ! 

Par suite d'une quantité de terre insuffisante, le dosage du P,O,; 
assimilable, par la méthode chimique, n’a pu étre fait sur la 
lerre V. A noter que la précision du dosage microbiologique que 
nous avons effectué sur ces échantillons de terre a été de 20 p. 100. 

L’examen de ce tableau montre que les résultats trouvés par la 
méthode microbiologique sont souvent peu comparables a ceux 
trouvés par la méthode chimique. 

Ce ne sont que des dosages comparatifs entre la méthode 
chimique et microbiologique, effectués sur de nombreuses terres 
de nature trés différente qui permettront de connaitre quelle est, 
de ces deux méthodes, celle qui renseigne le mieux sur la richesse 
réelle d’un sol en phosphore assimilable par la plante. 


(1) Les dosages chimiques ont été faits au laboratoire de pédologie 
de 1’0.R.S.0.M. 
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CONCLUSION. 


Le Corynebacterium aurantiacum exige pour réduire les nitrates 
en nitrites, dans des conditions d’expériences données, une quan- 
uité minimum bien définie, de phosphore dans le milieu de culture. 

Cette quantité minimum de phosphore, appelée seuil de dénitri- 
fication est indépendante de l’Age de la souche et de la richesse 
d’ensemencement du milieu de culture. 

Cette propriété nous a permis de mettre au point un dosage 
microbiologique du phosphore que nous avons appliqué sur des 
échantillons de terre de différentes provenances. 

Cette méthode se révéle pratique et rapide pour connaitre 
approximativement la teneur d’une terre en phosphore. On pourra, 
en effet, définir qu’une terre est riche en phosphore assimilable 
si, dans des conditions d’expérience bien définies, le seuil de 
dénitrification trouvé correspond a la présence d’une quantité de 
phosphore jugée agronomiquement suffisante. 

Une terre sera jugée pauvre en phosphore assimilable si le 
seul de dénitrification trouvé au cours de son étude correspond 
a une teneur trop faible en phosphore. 

Il suffit ainsi de deux tubes a essais pour connaitre approxima- 
tivement la teneur d’une terre en phosphore assimilable. Un dosage 
précis de phosphore nécessitera un nombre de tubes plus impor- 
tant. Le facteur limitant de la précision du dosage sera la pesée 
de la terre. En effet, le pourcentage d’erreur sera d’autant plus 
grand que les pesées s’effectueront sur de petites quantités de 
terre (cas des terres riches en phosphore). On aura, dans ce cas, 
intérét a prendre des récipients de grande capacité (Erlenmeyer 
de 100 cm* par exemple) ce qui permettra de faire des pesées sur 
des quantités de terre plus grandes. 

Cette méthode, pratique, semble devoir étre retenue tout parti- 
culiérement pour déterminer la teneur en phosphore assimilable 
dans les terres. Toutefois, elle peut étre appliquée sur d’autres 
substances et notamment pour doser Je phosphore total dans 
toute substance organique préalablement minéralisée. 
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Présidence de M. GASTINEL. 


NECROLOGIE 


PIERRE SEGUIN 


(1887-1953) 


Silencieusement, modestement, comme il l’a fait en tous les actes 
de sa vie, Pierre Séguin est mort le 28 avril dernier, sans qu’aucun 
Pasteurien le sit ni lVaccompagnat a sa derniére demeure. 

C’est par le hasard d’une conversation de rue que nous l’avons appris. 
TI] aurait d’ailleurs été confus que l’un de nous se dérangeat pour cela 
et il nous blamerait aujourd’hui d’évoquer ici sa mémoire : car nul 
savant ne fut plus volontairement effacé, plus modeste que Pierre 
Séguin. Il était venu a la bactériologie en 1912, muni d’une forte 
culture naturaliste, et c’est en botaniste qu’il aborda cette science, on 
sait avec quel bonheur : l|’étiologie de la gangréne gazeuse, les décou- 
vertes retentissantes partagées avec Weinberg de Cl. edematiens, de 
Cl. histolyticum, Cl. aerofoetidum et Cl. fallax, la mise au point du 
sérum anti-gangréneux, le rendirent justement illustre dans le monde 
entier, ou son livre La gangréne gazeuse, entiérement écrit par lui, que 
s’arrachérent les bactériologistes fut épuisé en peu de temps. Ce qu’on 
sait moins, c’est la part immense qu’il prit A ces découvertes mémo- 
rables, part qu’il n’essaya méme pas de revendiquer ; c’est la rigueur 
de son esprit lumineux qui fit de lui l'un des plus grands bactério- 
logistes de son époque ; c’est l’influence qu’il eut, presque sans le savoir, 
sans jamais vouloir en prendre conscience, sur la bactériologie ; c’est 
la précision acharnée, jusqu’A la minutie, qu’il apporta dans la 
description des espéces anaérobies, & une Gpoque ot on les confondait 
encore Jes unes avec les autres et que son exemple, peu a peu imposa. 

Aprés la gangréne gazeuse, P. Séguin aborda le chapitre le 
plus difficile de la bactériologie : les tréponémes.anaérobies. Avec 
Kritchewski d’abord, avec R. Vinzent ensuite, il découvrit les milieux 
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et les techniques qui permirent pour la premiére fois de les cultiver. 
Ainsi parvint-il 4 individualiser des espéces entrevues par Noguchi, par 
Hoffman, par Castellani et 4 découvrir, avec R. Vinzent, deux espéces 
nouvelles Treponema ambigua et Treponema comandoni. 

Hélas, ce savant qu’on efit di honorer A sa mestre et qui avait 
largement mérité de se voir confier un service 2 l'Institut Pasteur, dut, 
pour gagner sa vie, quitter le laboratoire qu’il partageait sans titre, ni 
traitement, avec Manouélian. C’est dans un laboratoire industriel qu’il 
continua ses recherches, sans se décourager, et c’est de cette retraite 
que partirent les célébres mémoires qu’il publiait dans nos Annales. 
Professeur de bactériologie 4 l’Ecole de Chirurgie dentaire et de Stoma- 
tologie, il connaissait mieux que quiconque les bactéries pathogénes de 
la cavité buccale. Ses cours, ses conférences A la Société de Chirurgie 
dentaire et de Stomatologie, dont il était devenu le Président d’honneur, 
étaient fort suivis et toujours trés appréciés. 

Nous conserverons de lui le souvenir ému et reconnaissant d’un 
Maitre averti et d’un ami dévoué, aimable et inlassablement serviable 
en toutes circonstances. 

A.-R. P. 


COMMUNICATIONS 


ACTION 
DE LA CORTISONE SUR L’IMMUNISATION DU LAPIN 
PAR L’ANATOXINE BOTULIQUE B 


par A.-R. PREVOT, E. R. BRYGOO et R. SILLIOC. 


(Unstitut Pasteur. Service des Anaérobies.) 


Le traitement du botulisme humain et animal consiste essentielle- 
ment : 1° Dans la neutralisation par la sérothérapie antibotulique de 
la toxine botulique encore libre. Ceci est réalisé par une dose précoce, 
massive, unique dans le botulisme moyen, répétée un petit nombre de 
fois dans le botulisme aigu ; 2° Dans la substitution a l’immunité 
passive réalisée grace & la sérothérapie, d’une immunité acquise grace a 
Vanatoxithérapie. 

Nous avons montré antérieurement [1] que chez le cheval la montée 
des anticorps au cours de l’hyperimmunisation par l’anatoxine est trés 
lente. Il en est de méme chez l’homme [4] et l’on s’en apercoit a la 
lenteur de la disparition des symptémes. En effet, les derniéres obser- 
vations de traitement du botulisme humain par l’anatoxithérapie nous 
ont montré qu’il fallait des injections bi-hebdqmadaires pendant 
plusieurs mois [2]. Il était donc indiqué de rechercher une méthode 
permettant d’obtenir une montée plus rapide des anticorps, afin de 
hater la disparition des paralysies. 
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Nous nous sommes d’abord adressés 4 la cortisone, bien que les 
opinions des divers chercheurs quant 4 son action sur immunisation 
soient contradictoires, les uns comme Chase, White et Dougherty [3] 
ayant obtenu une augmentation des anticorps anti-staphylococciques 
sous l’influence de 1’ACTH, les autres, tels que Eisen et coll. [4] n’ayant 
obtenu aucune augmentation dans l’immunisation anti-pneumococcique, 
les derniers enfin avec Germuth et Ottinger [5] ayant constaté une 
diminution de 100 p. 100 de la formation des anticorps anti-ovalbu- 
mine sous l’action de la cortisone. C’est dans ce dernier groupe que 
nous rangerons les résultats de Carrére et Roux [6] qui ont constaté 
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une influence défavorable de la cortisone sur la formation des agglu- 
tinines anti-Brucella abortus. 

Nous avons pris le lapin comme animal d’expérience et choisi 
Vanatoxine botulique B, puisque c’est le type le plus fréquemment 
rencontré en France dans le botulisme humain. 6 lapins de 2 kg 
recurent tous les trois jours une injection sous-cutanée de 2 cm? 
d’anatoxine B. La premiére série comporta 6 injections et aprés un 
repos de quatre semaines, les lapins recurent une injection de rappel 
de 2 cm’. 3 de ces lapins servirent de témoins. Les 3 autres recurent 
pendant trente jours, a partir de la premiére injection d’anatoxine, 
une injection intramusculaire quotidienne de 5 mg _ de cortisone 
(Cortone Merck). Au cours de cette expérience, les trois témoins 
augmentérent réguliérement de poids (200 A 300 @ chacun). Au 


bo) 


contraire, les traités par la cortisone perdirent en inoyenne 200 g 


chacun et ne reprirent leur poids qu’aprés la fin’ du traitement 
hormonal. 
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L’antitoxine anti-botulique fut titrée dans le sérum de ces 6 lapins 
avant chaque injection d’anatoxine ainsi que le vingt et uniéme jour 
(six jours aprés la fin de la premiére série) et les quarante-cinquiéme 
et quarante-huitéme jours (trois et six jours aprés l injection de 
rappel). On prélevait chaque fois 1 cm? de sang qui était immédia- 
tement dilué dans 4 cm* d’eau physiologique ; aprés rétraction du 
coagulum, le liquide décanté était additionné de I goutte d’oxyquino- 
léine 4 2,5 p. 100 et constituait la dilution au 1/5 de sérum en vue 
des neutralisations. La toxine B diluée en eau physiologique peptonée 
était mise en contact avec les dilutions de sérum pendant une heure 
a 37° et les mélanges injectés par voie intrapéritonéale 4 des lots de 
3 souris observées pendant quatre jours. 

Les résultats de ces ltitrages sont exprimés par les 6 courbes de 
la figure 1 (en abscisses, le temps en jours ; en ordonnées les semi- 
logarithmes du nombre de DMm souris nettralisées par 1 cm? de 
sérum). On voit par ces courbes que les 3 témoins présentent une 
montée & la fois plus rapide et plus haute des anticorps (les nombres 
allant de 500 4 2.000) suivie de la lente et faible diminution classique 
pendant la période de repos, puis d’une remontée brusque aprés 
Vinjection de rappel atteignant des nombres de 1000 & 4000. Au 
contraire, les lapins traités par la cortisone présentent une montée 
plus lente et moins élevée des anticorps (50 a 100) suivie d'une stagna- 
tion en plateau pendant le repos et d’une remontée également plus 
lente et moins élevée aprés l’injection de rappel, les nombres termi- 
naux allant de 500 A 2000. Ces résultats ne permettent pas d’entrevoir 
un bénéfice de l’usage de la cortisone dans le traitement du botulisme 
par l’anatoxine. Cette influence défavorable de la cortisone dans 
l’immunisation antitoxique vient s’ajouter aux résultats susdits et aux 
nombreux travaux non cités qui ont démontré un effet analogue. 


Conciusions. — La cortisone retarde immunisation du lapin contre 
le botulisme par l’anatoxine B et l’empéche d’atteindre les titres élevés 
obtenus chez les témoins. Apres injection de rappel, les titres anti- 
toxiques des traités par la cortisone subissent la remontée classique, 
mais moins élevée que chez les témoins. La cortisone n’est pas 
A recommander comme adjuvant dans le traitement du botulisme par 
l’anatoxithérapie. 
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ETUDE DE L’APPAREIL NUCLEAIRE, 
DE L’'ANTIBIOGRAMME ET DU POUVOIR PATHOGENE 
D’ACTINOBACTERIUM MEYERI 


par A.-R. PREVOT et C. MAZUREK. 


(Institut Pasteur. Service des Anaérobies.) 


Depuis la description princeps d’Actinobacterium meyeri que Kurt 
Meyer [4] n’avait pas nommé en 1911, mais qu'il considérait comme 
un actinomycéte anaérobie du genre Cohnistreptothrix (terme tombé 
aujourd’hui en désuétude), cette espéce n’avait été retrouvée que 
quatre fois : deux fois par A.-R. Préyot, une fois par Reynes en 1947 [2] 
dans un cas de septicémie au cours d’une pleurésie purulente (oti la 
souche isolée était d’ailleurs une variété assez éloignée de l’espéce- 
type) et une quatri¢me fois, absolument typique, par R. Vinzent el 
H. Tataki en 1951 [3] dans un cas de pyorrhée alvéolaire ot elle 
avait été isolée par gingivoculture. Cette derniére souche, malgré les 
difficultés de sa culture, a permis Aa ces deux auteurs de compléter 
sa description ; mais, malgré plusieurs essais de lyophilisation, nous 
n’avons pas pu la garder pour étudier son pouvoir pathogéne par la 
méthode a la mucine gastrique (les cultures non additionnées de 
mucine n’étaient pas pathogénes pour le cobaye). 

L’isolement d’une nouvelle souche vient de nous permettre de 
combler cette lacune et au surplus d’étudier l’appareil nucléaire de 
cette espéce et son antibiogramme. 

La souche 881, dont nous donnons la présente étude, a été isolée 
d’un pus a grains jaunes prélevé dans un abcés fistulisé de la face 
chez un malade qui avait. été envoyé au Service de Mycologie de 
l'Institut Pasteur par le D® Lacaisse (1), stomatologiste de l’hépital 
Cochin. Cette infection se présentait avec tous les caractéres d’une 
actinomycose faciale. L’isolement n’a pu se faire que lentement et 
uniquement sur les milicux additionnés de sérum frais inactivé ét 
d’extrait de cervelle. Par la suite, la souche a pu pousser sur les 
milieux simplement additionnés de sérum. Les caractéres culturaux 
sont exaclement ceux de la souche 628 étudiée par Vinzent et Tataki, 
sauf sur deux points secondaires : aucun glucide n’est attaqué et le 
type fermentaire est formo-butyro-lactique au lieu de formo-propioni- 
lactique. 

I. Morphologiquement, notre souche présentait tous les caractéres 
d'un Actinobacterium et nous en reproduisons ci-dessous la photo- 
micrographie. L’importance et le nombre de ses massues nous ont 
incités 4 étudier son appareil nucléaire. Celui-ci ne se laisse que diffi- 
cilement mettre en évidence par la méthode de Robinow-Giemsa, Par 


(1) Que nous remercions ici trés vivement de sa collaboration. 
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Actinobacterium meyeri. 1, coloration de Gram ; 
2, coloration de Robinow-Giemsa; 3, coloration de Piéchaud. 
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contre, par la méthode de Piéchaud, nous avons pu obtenir des prépa- 
rations tres nettes montrant que l'appareil nucléaire de cette espece 
est exactement le méme que celui des autres espéces des genres Actino- 
bacterium et Bifidibacterium [4]. 

La juxtaposition sur la méme figure des photomicrographies de pré- 
parations colorées par la méthode de Gram, montrant nettement les 
massues, et des préparations de l'appareil nucléaire colorées par la 
méthode de Piéchaud [5] montre que cet anaérobie présente deux 
sortes de granules nucléaires: les petits granules peu colorés corres- 
pondant aux batonnets ou segments de batonnets ni ramifiés, ni 
massués, et les gros granules nucléaires trés colorés correspondant aux 
massues et aux points de bifurcation. 

II. In vitro, par la méthode des disques de Chabbert inclus dans la 
gélose anaérobie, cette souche s’est montrée trés sensible a la terra- 
mycine, beaucoup moins a la chloromycétine, & peine a la pénicilline 
et A l’auréomycine et pas du tout a la streptomycine. 

III. Pouvoir pathogéne. L’injection de culture pure au cobaye ne 
provoque aucun symptéme. Ceci confirme les recherches récentes [6] 
faites avec les autres espéces anaérobies du genre Actinobacterium 
(A. cellulitis). Par contre, si on ajoute de la mucine gastrique 
4 inoculum, le cobaye meurt en neuf jours et 4 l’autopsie on constate 
une suppuration circonscrite, adhérente, dure, ot l’examen direct 
révéle des cellules nécrosées et des corps microbiens enchevétrés dans 
les polynucléaires nécrosés. Ainsi, A. meyeri est pathogéne expérimen- 
talement pour l’animal, chez lequel il reproduit une stippuration 
a grains durs. Le point de départ de l’infection est donc connu et la 
marche de l’infection est facile 4 reconstituer : comme tous les Actino- 
bacterium, A. meyeri est un saprophyte de la cavité buccale, ot nous 
avons vu, par le cas de Vinzent et Tataki, qu’il peut provoquer une 
infection, focale (pyorrhée alvéolaire). Cette infection focale, dans notre 
cas, a donné par contiguité une infection jugale se manifestant par la 
classique tuméfaction aboutissant & la suppuration A grains riziformes 
jaunes, 4 pus filant et a fistulisation inguérissable. C’est le processus 
classique de constitution des actinomycoses aérobies et anaérobies [7]. 
Mais jusqu’ici aucun cas d’une telle infection n’avait été étudié et 
nous croyons étre les premiers A pouvoir publier un cas d’actinobac- 
tériose 4 A. meyeri. Cette trouvaille porte A quatre le nombre des 
Actinobactérioses connues & ce jour: A. israeli, A. abscessus, 
A. cellulitis et A. meyeri. 


CONCLUSIONS. 


I. Une souche typique d’Actinobacterium meyeri a été isolée pour 
la premiére fois d’une actinomycose cervico-faciale humaine de sympto- 
matologie classique. 

II. L’appareil mnucléaire d’A. meyeri est absolument semblable 
& celui des autres espeéces du genre Actinobacterium et de Bifidibac- 
lerium bifidum ; petites granulations nucléaires peu colorées dans les 
formes droites non renflées et grosses granulations nucléaires trés 


colorées dans les massues et aux points de bifurcation des formes 
ramifiées. 
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Ill. L’antibiogramme d’A. meyeri est : terramycine >> chloromycé- 
line > pénicilline > auréomycine. La streptomycine est inefficace. 

IV. L’addition de mucine gastrique A inoculum permet de repro- 
duire chez le cobaye une actinomycose typique 4 grains durs. 

V. Cette étude permet de porter 4 quatre le nombre des Actinobac- 
térioses aujourd’hui connues. 
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RELATIONS ANTIGENIQUES 
ENTRE VIBRION CHOLERIQUE ET BRUCELLES 


lil. — SUR LA FRACTION ANTIGENIQUE THERMOSTABLE COMMUNE 


par J. GALLUT. 


(Unstitut Pasteur.) 


Dans une note précédente [1], nous avons rappelé les faits déja 
connus de coagglutinabilité de V. cholerae et des Brucella, et nous 
avons établi l’existence d’un antigéne thermostable commun 4 ces 
deux espéces bactériennes. Nous apportons ici quelques précisions sur 
ce facteur. 

Présent dans les trois souches de Brucella essayées (deux souches 
Br. melitensis et une souche Br. abortus suis), cet antigéne s’identifie, 
i premiére vue, pour la souche Br. abortus suis type de 1 Institut 
Pasteur, au facteur C de V. cholerae, c’est-a-dire au facteur caracté- 
risant Je type Inaba ou épidémique de ce vibrion, dont la for- 
mule « O» est AC. 

Nous avions alors attribué au facteur spécifique et fondamental A 
de V. cholerae le pouvoir agglutinant résiduel du sérum anti-Inaba 
saturé par Br. abortus suis. Ce fait aurait pu, a notre avis, étre 
susceptible d’une application pratique en permettant d’obtenir un 
sérum cholérique unispécifique A, qui, dans l’état actuel de nos 
connaissances sérologiques, ne peut pas étre obtenu a partir des seuls 
vibrions cholériques. En effet, si Burrows [2] a bien signalé l’exis- 
tence d’uin quatriéme type de V. cholerae de formule exclusivement A, 
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type dont nous avions reconnu nous-méme un exemplaire parmi les 
vibrions isolés en Egyte en 1947, par contre Kauffmann [3], ainsi 
que Singh et Ahuja [4], ne l’ont pas admis, et il nous parait qu'il 
s’agit d’un type antigénique instable. 

Il importait donc de vérifier si le sérum anticholérique AC épuisé 
par Br. abortus suis était de ce fait totalement privé du facteur C ; 
ou, en d’avitres termes, si le facteur commun a V. Inaba et a Br. 
abortus suis s’identifiait totalement ou partiellement au facteur C. 

Eapériences. — Nous avons utilisé un sérum anti-O préparé avec le 
vibrion cholérique n° 569 B (souche Inaba type du Haffkine Institute 
de Bombay) titrant 1 p. 2000. Ce sérum agglutine totalement br. 
abortus suis 4 1 p. 500 et partiellement a 1 p. 1000; saturé par cette 
Brucella, il n’agglutine plus ce germe méme a 1 p. 2, tandis qu'il 
agelutine encore V. 569 B A 1 p. 1000, et le vibrion 41 (souche Ogawa 
type du H. I. B.) I p. 500. 

Nous avons alors épuisé ce sérum cholérique déja saturé et supposé 
exclusivement A, par le vibrion 41 (formule AB), et nous avons pu 
constater qu’aprés cette deuxiéme saturation il agglutinait encore 
a 1 p. 200 le vibrion 569 B, ainsi que 10 autres vibrions Inaba pris 
au hasard dans notre collection. 

Le tableau suivant résume ces opérations : on peut en conclure que 
Br, aborius suis n’absorbe pas la totalité du facteur C du sérum anti- 
cholérigue. 


Tisteau I. — Taux d’agglutination de JV. cholere et Br. abortus suis 
par les sérums anticholériques. 


V. chotere | V. cholerze Bruceila 


SERUMS Inaba (AC) | Ogawa (AB)| aborlus suis 


Inaba (AC\ Pre 000 4 500 500 
Ogawa (AB) : 800 2 000 
000 500 
200 0 


En résumé, la parenté antigénique des deux espéeces est confirmée, 
mais cette parenté n’est que partielle. Le facteur commun _ présent 
dans Br. abortus suis ne représente qu’une fraction du facteur cholé- 
rique C, Du point de vue pratique, il n’est donc pas possible d’obtenir 
un sérum anticholérique unispécifique A par épuisement d’un sérum 
Inaba par Br, abortus suis. 
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APPARITION DE CORPS DE NEGRI 
DANS LES LESIONS PROVOQUEES PAR LE VIRUS FIXE 
(SOUCHE LOUIS PASTEUR) 
SOUS L’ACTION DE LA HYALURONIDASE (!) 
par R. BEQUIGNON, A. GUICHARD et C. VIALAT. 


(Unstitut Pasteur. Service des Virus.) 


Les inclusions spécifiques du virus rabique des rues ont été 
reconnues et décrites pour la premiére fois au mois de mars 1903 par 
Negri a la Société médico-chirurgicale de Pavie. 

Leur disparition est un des caractéres histologiques classiques de la 


Corps de Negri au niveau de lassise externe de Ja corne d Ammon 
(Service de photomicrographie de l'Institut Pasteur). 


fixation du virus, mais il est bien connu que certaines souches de 
virus fixe, douées d’ailleurs d’autres caractéres atypiques, telle celle 


(1) La hyaluronidase avec laquelle ces travaux ont été effectués nous a 
été gracieusement fournie par les Laboratoires Wyeth, que nous tenons 
A remercier ici. 
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de Sassari [1], demeurent négrigtnes, et que, méme avec la souche 
Louis Pasteur, on peut, sous certaines réserves, mettre en évidence 
des inclusions chez certaines espéces animales (muridés), au niveau 
des zones électives du névraxe, et en usant de colorations spéciales. 

Nous avons antérieurement [2] montré que l’addition de bave de 
chien normal ou de hyaluronidase & une suspension de virus fixe 
(souche Louis Pasteur) conférait 4 celui-ci la virulence par voie sous- 
cutanée chez le lapin et faisait apparaitre au cours de passages 
successifs, des modifications cliniques et histologiques telles que l’on 
pouvait conclure & un retour du virus fixe au virus originel [3]. 

Ces lésions histologiques ont été retrouvées au cours de passages 
successifs par voie cérébrale, au lapin, de la souche modifiée, qui tue 
l’animal en seize jours. Elles consistent principalement en inclusions 
cytoplasmiques oxyphiles, offrant les affinités tinctoriales et la struc- 
ture classiquement attribuées aux corps décrits par Negri, siégeant 
au niveau de l’assise externe de la corne d’Ammon (fig.) 

Ces modifications cliniques et histologiques paraissent confirmer la 
possibilité de « retour en arriére » dans certaines conditions, du virus 
fixe (souche Louis Pasteur) isolé en 1882, dont les lésions et les carac- 
téres cliniques ont été assez bien observés chez les lapins de Paris 
depuis cinquante années. 
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ETUDE PRELIMINAIRE 

DES LESIONS CELLULAIRES DE LA POLIOMYELITE 
EN CULTURE /W VITRO 

SUR UNE SOUCHE DE FIBROBLASTES HUMAINS 


par G. BARSKI, M. ENDO et V. MONACI (*). 


(Institut Pasteur, Service des Virus [D™ P. Liprye].) 


Au cours de l’étude de la culture du virus de la poliomyélite sur 
des fragments d’amygdales humaines, explantés in vitro [4, 2], nous 
avons constaté lapparition puis l’augmentation de la susceptibilité 
de ce tissu au virus. 

Nous avons pu isoler par repiquages successifs des souches de 
fibroblastes humains d’origine tonsillaire se distinguant par une sen- 
sibilité réguliére au virus. Ces fibroblastes de souche présentent de 


(*) Boursier de 0. M.S. 
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plus une stabilité morphologique remarquable et une absence de 
dégénérescence non spécifique au cours de transferts en différents 
milieux. 

C’est sur un tel matériel cellulaire (souche A JII) que nous avons 
entrepris une étude de l’évolution des lésions cellulaires causées in vitro 
par le virus. 


Matériel et méthodes. — La souche de fibroblastes employée a, Aa son 
origine, une amygdale prélevée chez un enfant de 5 ans. Les cellules sont 
cultivées avant leur utilisation pour nos expériences pendant cent jours 
environ en tubes roulants, dans un milieu & base de sérum placentaire 
humain (20 p. 100), de sérum de cheval (15 p. 100), de sérum ultrafiltré 
(10 p. 100), d’extrait embryonnaire de poulet (15 p. 100) et de solution de 
Hanks (40 p. 100). 

Nous avons utilisé 2 souches de virus : Mahonay (type 1) et MEF, 
(type 2) (1). 

Quarante-huit heures avant lintroduction du virus, les cultures sont 
transférées dans un milieu dot le sérum placentaire humain est éliminé. 
Cela suffit pour Jes rendre sensibles au virus. 

La culture se fait en tubes roulants selon la technique suivante : 

On introduit dans un tube de 160 x 16 mm stérile une lamelle également 
stérile de 9 x 32 mm. On verse ensuite dans le tube 1 cm? environ de 
solution & 6 p. 100 de Formvar dans du dichloréthane, prenant soin de 
largement mouiller l’intérieur du tube. Aussit6t on aspire la solution, on 
bouche le tube au coton et on le laisse sécher a l’étuve pendant vingt- 
quatre heures. A la suite de cette opération, toute la surface intérieure 
du tube et de la lamelle est recouverte d’une trés fine pellicule de 
Formvar qui fixe en méme temps les bords de la lamelle au tube. 

La surface de Formvar est plus favorable 4 létalement des cellules que 
le verre et avec un minimum de plasma, on arrive 4 obtenir des colonies 
cellulaires qui proliférent vite et adhérent bien a Ja surface de la lamelle. 
Ces colonies cellulaires se prétent trés bien a la fixation et aux colora- 
tions, ces deux opérations se faisant a l’intérieur des tubes. 

Les cultures fixées au Bouin-Duboseq-Brazil et au Carnoy ont été 
colorées 4a Vhémalun-éosine, au Unna-Pappenheim modifié par Brachet [3] 
et par la méthode de Feulgen. Certaines préparations sont colorées au 
Giemsa aprés fixation 4 Valeool méthylique. 


Résuttats. — L’évolution du processus infectieux dans nos cultures 
de souches de fibroblastes tonsillaires est extrémement rapide, beau- 
coup plus rapide que celle qu’on observe dans les cultures de tissus 
fraichement explantés. 

Les lésions cellulaires caractéristiques commencent a apparaitre, 
avec les deux souches du virus, quinze a vingt-quatre heures apres 
inoculation de la culture. 

Dans des cultures infectées depuis vingt-quatre 4 quarante-huit 
heures, on peut observer, & cOté de cellules normales, d’autres cellules 
qui se trouvent aux différents stades du processus infecticux, stades 
allant jusqu’a la destruction finale. Cette diversilé de degré de dégéné- 
rescence spécifique est trés particuliére pour les cultures d’infection 
récente. 


(1) Ces souches ont été remises au D® Lépine par le Dr J. E. Salk, a 
qui nous exprimons nos remerciements. 
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Différents aspects de fibroblastes humains de la souche A III d'origine tonsil- 
laire, quarante heures aprés l'infection avec le virus poliomyélitique (type I 
Mahonay). Coloration : fig. 1 et 2, hémalum-éosine ; fig. 3 et 4, Unna Pappen- 
heim, 


Fic. 4. — Fibroblastes normaux. 


Fie. 2. — a, fibroblastes au premier stade d’atteinte : masse 6osinophile du 
centre de la cellule, noyau repoussé vers les bords ; b, stade suivant : 
cytoplasme « vide » et noyau replié. 


Fic. 3 et 4 — a, cellules avec cytoplasme fortement pyroninophile et noyau 
repoussé ; b, avec cytoplasme pale et noyau contenant d’abondantes granu- 
lations chromatiniques (vert) et de volumineux nucléoles ‘(rouge vif) 

Les fleches sur les figures 2, 3 et 4 indiquent le noyau. 
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Sur des préparations fixées et colorées on observe, dés la quinziéme 
heure, l’apparition dans le cytoplasme, vers le centre de la cellule, 
d’une masse homogéne, hyaline, arrondie ou ovalaire, parfois mul- 
tiple, trés fortement éosinophile. 

Cette masse repousse le contenu cellulaire, protoplasme et noyau, 
vers la périphérie et, en la gonflant, déforme la cellule. Cette défor- 
mation est bien visible au faible grossissement sur les cultures vivantes. 

A ce moment, la basophilie du protoplasme augmente fortement, et 
si on observe l’ensemble de la colonie cellulaire, les fibroblastes 
atteints par linfection se distinguent & ce stade précoce par une 
teinte générale violacée intense au Giemsa et une forte pyroninophilie. 
La basophilie atteint & ce moment la formation éosinophile centrale. 

Dans le cytoplasme repoussé vers les bords du territoire cellulaire 
apparaissent souvent des granulations basophiles Feulgen positives, 
trés probablement d’origine nucléaire. 

Le noyau s’altére en méme temps qu’apparait la masse éGosinophile 
centrale, sa membrane se plisse, ‘les nucléoles se déforment parfois, 
mais restent fortement basophiles et trés intensément pyroninophiles. 
Entre temps, la substance chromatinique, Feulgen positive du noyau 
se densifie, ce qui correspond a une intense coloration au vert de 
méthyle (Unna-Pappenheim). 

Au stade suivant la colorabilité de la masse centrale diminte ainsi 
que la basophilie générale du cytoplasme. La cellule se vide de son 
contenu cytoplasmique, mais le noyau reste toujours trés basophile 
avec des agglomérations chromatiniques Feulgen positives fortement 
colorables au vert de méthyle, et des nucléoles toujours intensément 
rouges a la pyronine. Par la suite, les nucléoles disparaissent, et de 
la cellule il ne reste qu’un noyau replié souvent en forme de croissant, 
conservant longtemps encore sa réaction de Feulgen positive sur le 
fond du cytoplasme acidophile, trés faiblement coloré. 

Cette image d’une maladie cellulaire d’allure foudroyante est bien 
particuliére et trés différente d’une dégénérescence banale qu’on peut 
observer dans des cultures exposées a des conditions chimiques ou 
physiques défavorables. 


Discussion et concLusion. — Bien que la cytopathologie in vitro de 
Ja poliomyélite paraisse s’éloigner de ce qu’on observe dans _ les 
neurones chez l’animal ou chez l’homme atteint de poliomyélite 
(Bodian [4] et Caspersson [5]), on peut établir des points communs 
pour les deux processus infectieux causés par le méme virus sur des 
terrains différents. Ces points sont: d’abord atteinte du cyloplasme 
avec augmentation de sa basophilie, puis apparition de lésions 
nucléaires. Ces lésions consistent, dans les deux cas, en augmentation 
de masses chromatiniques et en distorsion finale du noyau qui peut 
pourtant assez longtemps conserver, ainsi que ses nucléoles, un aspect 
peu altéré dans une cellule déja fortement atteinte par le virus. 

Il est intéressant de constater que Kaplan et Melnick [6], en étu- 
diant la distribution du virus de la poliomyélite entre le cytoplasme 
et le noyau des cellules du névraxe de souris 4 des stades successifs 
d’infection, ont obtenu, A l’aide de méthodes différentes, des résultats 
qui concordent avec nos observations. D’aprés ces auteurs, le virus 
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apparait et augmente, tout d’abord dans la fraction dite cytoplasmique 
et ensuite dans la fraction dite nucléaire de leurs préparations 
obtenues par extractions et centrifugations fractionnées. Dans un 
autre travail et avec un matériel tissulaire analogue, Schwerdt et 
Pardee [7] ont trouvé le virus associé surtout a la fraction micro- 
somique du cytoplasme. Par contre, nous n’avons pas trouvé in vitro 
d’inclusions acidophiles intranucléaires de type B (classification de 
Cowdry [8]), qu’on voit: souvent dams les neurones détruits par le 
virus in vivo. Les seules formations acidophiles que nous ayons 
observées in vitro ont une localisation cytoplasmique. 
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ESSAI D’OBTENTION CHEZ LA CHEVRE, LE MOUTON 
ET LE CHIEN 
D'ANTICORPS DECELANT LES ANTIGENES 
ERYTHROCYTAIRES HUMAINS M ET N 


par A. EYQUEM et J. FINE. 


(Institut Pasteur. Service R. Dusarric pE LA RiviéRe.) 


La mise en évidence d’agglutinogénes de groupes sanguins chez 
homme a été réalisée & l’aide d’iso-immunsérums, pour la_plupart 
des antigénes récemment individualisés (Duffy, Kell, Lewis, Jka). 

Au contraire, la découverte des antigénes globulaires M et N humains 
avait pu étre réalisée par Landsteiner et Levine, en 1927, grace A des 
hétéro-immunsérums de lapins, convenablement absorbés. Il en fut 
de méme pour le facteur Rh standard (Landsteiner et Wiener, 1937). 

A Vopposé, on n’a que rarement étudié les propriétés des hétéro- 
immunsérums préparés chez d’autres animaux. 

On ne dispose actuellement, comme sérums anti-M et anti-N, que 
d’hétéro-immunsérums de lapins immunisés par linjection de glo- 
bules d’individus des groupes OM et ON et ensuite débarrassés de 
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leur agglutinine hétéro-spécifique par des globules appropriés, c’est- 
a-dire capables d’absorber cette derniére tout en respectant l’immun- 
agglutinine anti-M ou anti-N obtenue. 

Nous avons pensé qu’il serait intéressant de rechercher si d’autres 
espéces animales seraient susceptibles de réagir A une telle immuni- 
sation et, notamment, nous avons tenté d’obtenir des hétéro-immun- 
sérums par immunisation de chévres [2], de mouton [1] et de 
chiens [2]. 

En premier lieu, nous avons voulti voir si, comme le _pensait 
Haebara [4], il existait chez la chévre des agglutinines anti-M et 
anti-N naturelles. 

A Vopposé, Helmstadter [2], de l’examen de 681 sérums de diffé- 
rents animaux, a conclu que le mouton et la chévre ne possédaient 
pas d’agglutinines naturelles anti-M et anti-N. Cet auteur n’avait, dans 
aucun cas, sur 197 moutons et 70 chevreaux examinés, décelé la 
présence de ces agglutinines. 

Examinant le sérum de 20 chévres et de 20 moutons normaux, 
nous sommes arrivés aux mémes conclusions : 

D’une part, les différences de titres obtenues ne sont pas signifi- 
catives entre les titrages effectués avec les globules OM, ON et OMN ; 
d’autre part, les agglutinines décelées ne sont pas spécifiquement 
respectées par des absorptions sélectives. Quant aux titres des agglu- 
tinines anti-globules rouges humains, ils sont beaucoup plus élevés 
chez les chévres que chez les moutons. Ces titres sont compris entre 
le 1/16 et 1/4000, le titre moyen se situant autour de 1/1000 pour 
les chévres, et entre 1/8 et 1/128, avec titre moyen de 1/82, pour les 
moutons. 

Nous avons effectué les immunisations a l’aide de globules d’individu 
du groupe OM CDe/cde, en employant toujours les globules du méme 
individu pour les immunisations anti-M, et d’individu du groupe 
ON cde/cde de 2 donneurs pour la préparation de l’anti-N. 

Ces globules étaient recucillis sur citrate de soude, lavés quatre fois 
stérilement, et remis en suspension en eau physiologique pour obtenir 
une dilution finale de 50 ou de 30 p. 100. 

Deux chevreaux (l’un immunisé anti-M, l’autre immunisé anti-N, 
et 1 mouton (anti-M) recurent leurs deux premiéres injections par voie 
intrajugulaire 4 un intervalle de quatre jours. La quantité injectée 
était de l’ordre de 10 4 15 cm. Les autres injections furent continuées 
par voie intramusculaire pendant un mois et demi pour atteindre un 
total de quinze injections. Les deux chiens ont également recu deux 
fois par semaine, par voie uniquement intraveineuse, 2,5 cm* de 
globules rouges OM ou ON 4a 50 p. 100 puis, au bout de quatorze injec- 
tions intraveineuses et aprés un repos de treize jours, une injection 
de rappel. 

Les sérums obtenus contenant des agglutinines hétéro-spécifiques, 
nous avons été amenés & les absorber par des hématies O et A dépour- 
vues de l’agglutinogéne contre lequel on a cherché l’obtention d’une 
agglutinine. Il faut signaler que ces absorptions ne sont régies par 
aucune régle absolue et qu’il est nécessaire de procéder 4 de nombreux 
essais sur de petites fractions de sérums, de n’absorber un sérum que 
sur des fractions de celui-ci 4 l’aide d’absorptions successives de petir 
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Nous avons recherché également si ces derniers animaux avaient 
répondu a lVimmunisation par des anticorps uniquement décelables 
a aide de globules traités par un enzyme protéolytique. Les titres 
d’agglutination vis-A-vis de globules rouges OM et ON traités par un 
enzyme protéolytique ne se sont montrés que de deux dilutions supé- 
rieurs aux titres rencontrés vis-d-vis des globules rouges normaux. 

Nous avons voulu, de plus, vérifier si l’absence d’immunisation 
des chiens, par exemple, n’était pas due A la présence d’antigénes 
érythrocytaires M ou N masqués. Un sérum anti-M ou anti-N mis en 
présence des globules rouges des deux chiens sur lesquels on avait 
tenté une immunisation ne subit pas, aprés un séjour de dix-huit 
heures 4 la glaciére, une diminution notable de son titre agglutinant. 

En conclusion, il nous a paru intéressant de signaler l’obtention 
d’un hétéro-immun-sérum anti-M obtenu par immunisation du mouton, 
cet animal étant capable de produire quantitativement un volume de 
sérum anti-M plus important que le lapin. 


BIBLIOGRAPHIE 


[1] O. Harpara. J. Med. Assoc. Formosa, 1938, 37, 196. 
[2] F. Hetmstapter. Hyg. Inst. Univ. Kéln. Dissert., 1939. 
[3} S. Oxpricu. Zentralbl. Bakt. 1., 1939, 444, 252. 


UNE NOUVELLE ESPECE DE SALMONELLA 
ISOLEE CHEZ UN CORBEAU (CORVUS CORAX) : 
5. HESSAREK 


par R. NEEL, L. LE MINOR et M. KAWEH. 


(Unstitut d’Etat des Sérums et Vaccins. Institut Razi. 
Hessarek, Iran et Institut Pasteur de Paris.) 


En janvier 1953, l’un de nous trouve, dans le pare de |’Institut Razi, 
le cadavre d’un corbeau, appartenant a l’espéce Corvus coraz. 

A l’autopsie, on observe une congestion des poumons ; l’intestin est 
hémorragique. L’hypothése d’une forme aigué de salmonellose est 
plausible. L’hémoculture, pratiquée 4 partir du sang du cceur, donne 
en vingt-quatre heures une culture pure d’un bacille mobile, Gram- 
négatif, dont la culture sur gélose, aprés isolement et repiquage, est 
agglutinée instantanément par le sérum polyvalent OMI. 

L’agglutination, sur lames ou en tubes, est positive avec les 
sérums IV, a, 1-2 a 1-7 et 5 saturé. Les caractéres biochimiques, 
recherchés parallélement, confirment aussi le diagnostic de Salmonella, 
tout en mettant en évidence des propriétés trés anormales pour une 
espéce du groupe B. 

Aucune Salmonella, actuellement décrite, ne correspond aux formules 
antigénique et biochimique trouvées. 
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N. B. — La souche est conservée sous le numéro 577 de la collection 
microbienne de l'Institut Razi. 
a) Caractéres morphologiques et biochimiques. — Les colonies sur 


eélose sont du type S normal. ue 
Les épreuves biochimiques donnent les caractéres généraux et diffé- 
rentiels suivants : 
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Sont donc a souligner : 

La non-fermentation du maltose ; 

La non-attaque de l’arabinose ; 

L’utilisation ‘tardive du xylose ; 

Enfin, la négativité du Stern-glycérol. 

Tous ces caractéres ont été retrouvés chez les souches isolées chez 
la souris, le cobaye et le pigeon au cours de l'étude du pouvoir patho- 
géne expérimental. 

b) Formule antigénique. — Pour confirmer la structure antigénique, 
nous avons dt recourir 4 la préparation séparée des sérums O et H, 
respectivement par la méthode de Roschka et celle du bouillon formolé, 
V’inoculation intraveineuse de 0,25 cm* d’une émulsion vivante ajustée 
a’ 1 milliard par centimétre cube ayant entrainé la mort des lapins, 
deux fois consécutivement. 

De ce fait, pour mettre en évidence la présence de l’antigéne V, qui 
est du type K et relativement thermolabile, nous avons recherché 
Vagglunination sur lames avec notre sérum V dont la dilution est 
de 1/10: elle était négative ; en tubes, l’agglutination était faiblement 
positive au taux de 1/50. La souche renferme donc des traces d’anti- 
géne V, toujours associé 4 l’antigéne IV dans les formes S d’aprés 
Kauffmann (Enterobacteriaceae, 1951, p. 41). 

Agglutinogénes O. — Les saturations sur sérum dilué au 1/10 ou 
les épreuves d’agglutination ont été conduites avec les souches sui- 
vantes de 1’Institut Pasteur de Paris (Centre des Salmonella) : 

S. typhi O 901 (XII, 1, 2, 3), 

S. paratyphi A 507 (1, II, XII), 

S. essen 173 (IV, XII). 

Le résultat de ccs &preuves est consigné dans le tableau I. 

La formule antigénique O est donc IV, XII. 

Agglutinogénes H. — Les saturations sur sérum dilié au 1/20 ou 
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TABLEAU I. 


sERuUM O S. typhi S. para A S. essen 5717 


Sérum non saturé. . . . 1/600 4/100 4/4 000 4/2 500 
S. saturé par S. typhi. . 0 0 4/4 000 4/2 500 
S. précéd. sat. S. essen . 0 0 


les épreuves d’agglutination H ont été menées avec les souches sui- 
vantes : 

S. cholerae suis var. kunz. 5120 (1,5), 

S. newport 563 non spécifique (1,2), 

S. london 1446 non spécifique (1,6), 

S. arechavaleta non spécifique (1,7), 

S. paratyphi A 507 (a). 

Les résultats obtenus sont condensés dans le tableau II. 


TaBLeau II. 


séruUM H = ate S. arech.|S. ch. su.|S. para. A 


Sérum non saturé 4/1 600 | 1/6 400 }41/25 600} 4/6 400 | 1/51 200 
S. saturé S. ch. suis. ... 0 1/160 0 41/6 400 | 1/42 800 
S. précéd. sat. S. par. A. . 4/160 0 1/640 


Inversement, la souche 577 sature un sérum anti-a et un sérum 
anti-1,5, Elle ne sature pas les sérums anti-1,2, 1,6, 1,7. 


La formule antigénique H est donc: a — 1,5. Le reste antigénique 
n’a pas pu étre absorbé malgré plusicurs saturations répétées. 
c) Pouvoir pathogéne expérimental. — Il a été recherché sur la 


souris, le cobaye et le pigeon. 

Souris blanche: 4 souris inoculées avec 0,5 cm*® d’une dilution au 
1/20 d’une culture en bouillon de vingt-quatre heures, par voie intra- 
péritonéale, sont mortes en vingt-quatre a quarante-huit heures. 
L’hémoculture était positive. 

Par voie buccale, 2 souris ont absorbé des grains broyés mélangés 
a 5 cm* d’une méme culture. Elles sont mortes le quinziéme jour : la 
premiére présentait un intestin noirdtre, comme liquéfié, - l’hémo- 
culture était positive ; la deuxiéme avait un intestin légérement hémor- 
ragique avec coproculture positive. 

Cobaye : 2 cobayes, inoculés, par voie intrapéritonéale, avec 0,5 cm* 
d’une dilution au 1/20 d’une culture en bouillon de vingt-quatre 
heures sont morts en quatre jours de péritonite généralisée. L’hémo- 
culture était positive. 

Par voie sous-cutanée, A la méme dose, formation d’un abcés local 
fistulisé avec culture du pus positive. 
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Pigeon : 4 pigeons sont nourris avec du grain, auquel a été mélangé 
10 cm* d’une culture en bouillon de vingt-quatre heures. Sacrifiés 
apres un mois d’observation, 3 d’entre eux ne présentent aucun 
symptéome pathologique : autopsie et coproculture sont négatives. Par 
contre, Je quatrisme meurt le seizitme jour: l’intestin est légérement 
hémorragique et l’*hémoculture est positive. 

La souche était donc trés virulente, quelle que soit la voie utilisée. 

d) Epidémiologie. — Bien qu’isolée chez un corbeau ayant présenté 
une forme aigué de salmonellose, cette salmonelle n’a di contaminer 
qu’accidentellement cet oiseau, qui se nourrit en particulier de 
charogne. Jusqu’\ présent, nous n’avons pas pu trouver l’origine de 
cette contamination. 

e) Conclusion. — En résumé, nous avons isolé chez un corbeau, 
appartenant a l’espece Corvus coraz, et mort de salmonellose aigué, 
une nouvelle espéce de Salmonella, que nous avons appelée S. hessarek 
et dont la formule antigénique est: IV, XII — a — 1,5. 

La souche n’attaque ni le maltose, ni l’arabinose. 


NOUVELLE TECHNIQUE D'INOCULATION AU COBAYE 
DE PRODUITS SURINFECTES 
POUR LA RECHERCHE DU BACILLE TUBERCULEUX. 
USAGE DE L’AUREOMYCINE 
par F. TISON. 


(Sanatorium de Praz-Coutant.) 


L’inoculation au cobaye reste, en matiére de tuberculose, une 
méthode plus sensible que la culture [4, 2], & condition que le 
produit pathologique ne subisse pas de traitement chimique, qui, dans 
le but d’éliminer les germes banaux, détruise les bacilles tuberculeux 
en grande partie [3]. 

C’est pourquoi nous avions préconisé une méthode a la_ pénicil- 
line [4], qui nous a donné des résultats remarquables [5] pour une 
série de 2 272 cobayes. 

Cependant, depuis quelques mois, les résultats semblaient moins 
bons et certains cobayes présentaient, malgré l’antibiotique, une 
réaction suppurée au point d’inoculation. De rares animaux en mou- 
raient. 

Devant les constatations de Chabbert [6], nous avons voulu vérifier 
que la flore des crachats devenait, dans l’ensemble, moins sensible 3 la 
pénicilline. P 

Nous avons testé in vitro 83 crachats vis-d-vis de 5 antibiotiques : 


67 étaient résistants & la pénicilline (10 U.O.) 

19 étaient résistants & Vauréomycine (60 ug) ; 

18 étaient résistants & la terramycine (60 ug) par cm? 

16 étaient résistants a la chloromycétine (60 yg) ( 4 milieu. 
63 étaient résistants & la streptomycine (100 ug) 
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Ceci explique en partie les quelques déboires de ces derniéres inocu- 
lations. 

Nous avons cru alors pouvoir nous adresser A d’autres antibiotiques. 

Parmi ceux-ci, l’auréomycine était le plus tentant. 

L’action prolongée, in vitro, A l’étuve n’a pas été retenue, car nous 
craignions une action sur le bacille de Koch [7, 8, 9]. 

Restait le choix entre deux méthodes : ou traiter l’animal dans les 
jours qui suivent linoculation (ce qui aurait été de pratique difficile 
ou fastidieuse), ou éviter une réaction locale néfaste. 

Des premiers essais ont été faits en pratiquant simultanément |’injec- 
tion du crachat sous la peau de la cuisse gauche et une injection 
d’auréomycine au flanc droit. Si une partie des abcés était évitée, la 
méthode ne nous a pas, cependant, donné entiére satisfaction. 

Nous nous sommes alors arrété A la technique suivante : 


Mélanger le crachat (ou produit pathologique surinfecté) avec 2 cm? de 
sérum physiologique contenant 1 cg d’auréomycine ; 

Dix minutes aprés, injection du mélange sous la peau de la cuisse 
gauche. 


La présence d’auréomycine in situ est trés utile, et, de plus, les 
germes sont préparés in vitro, par contact avec l’antibiotique, 4 une 
phagocytose accrue [10], phagocytose qui, chez le cobaye, peut quelque 
chose contre les germes banaux, non contre le bacille tuberculeux [44]. 
Contrairement a4 la pénicilline, l’auréomycine ne se révéle pas toxique 
pour le cobaye. 

Nous avons voulu faire une comparaison valable avec la méthode la 
plus précise et la plus sensible, soit celle & la pénicilline [4]. 

Les crachats ont été soigneusement partagés en deux parties, et 
chaque moitié a été inoculée & un cobaye selon lune ou l’autre 
méthode. 

Notre attention a été spécialement attirée par : 

L’apparition et l’intensité de l’allergie & la tuberculine au 1/10 ; 

L’apparition d’abcés banaux ou de réaction au point d’inoculation ; 

Les lésions tuberculeuses a 1’autopsie. 

L’expérience porte sur 66 cobayes, soit deux groupes de 33. 

Les produits inoculés étaient négatifs aux examens optiques, donc, 
au plus, patci-bacillaires. Nous avons craint, en effet, que l'utilisation 
de produits trés positifs ne donne une tuberculisation forte, donc de 
gradation moins franche. 

On peut constater que quatre fois le cobaye est mort avec la tech- 
nique 4 la pénicilline, alors qu’un seul est mort avec la nouvelle 
technique a l’auréomycine. 

Pour le n° 23, deux fois la méthode & la pénicilline a été recom- 
mencée, les deux fois l’animal est mort en quelques jours. 

Les résultats concernant l’allergie et les lésions tuberculeuses sont, 
d’autre part, assez nettement en progrés sur l’ancienne méthode. 
L’ancienne méthode donne 16 résultats positifs contre 22 pour la nou- 
velle méthode. 

La présence plus fréquente de réaction locale, abcédée ou non, 
explique ces différences. Nous avons consacré une étude serrée a ce 


sujet [42]. 
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N°| Intensité de l'intra- Lésions tuberculeuses 
dermo réaction a l'autopsie 
12 A ie A 
ai ° fe) fe) fe) 
2 mort ++ mort + 
d'infection 
3 + + ++ + 
= fo) fe) ° fo) 
B) @) + Oo + 
6 fo) fe) fe} fo} 
Wi + ++ + ++ 
8 + + ++ +++ 
i) + ++ ++ ++ 
10 + + + ++ 
SL at + lf oo+ + ++ 
2 e) fe) fe) fo) 
igs. + mort ++ mort 
d'infection 
14 fe) ° fe) ° 
JUS; fe) ° ° ° 
16 + + - +++ 
17: ro) fe) fe) ° { 
18 ++ ++ + + 
Wy ++ ++ ++ ++ 
20 + * + e 
Fak + ++ + + 
Ze fe) fe) fe) fe) 
23 mort + mort + 
a'infectio 
24 ° + ° ++ 
25 mort - mort 3 
d'infection 
26 + ++ ++ ++ 
2? + + ++ +++ 
28 mort + mort sh: 
d'infectio 
~| 29 fe) fo) ° ° 
30 ++ ++ + ++ 
a1 ie) tot ° +++ 
oe ° fo) fo) fe) 
Bo) + + + ++ 


Cette petite série, A elle seule, était démonstrative. La pratique 
courante nous a montré depuis que cette technique avait de gros 
avantages. 

Certes, cette expérimentation, portant sur 66 animaux, est un peu 
courte, mais l’absence de discordance dans les résultats nous incite 
4 poursnivre les recherches. 

Cette technique doit, en tout cas, étre dés maintenant appliquée 
aux inoculations de culot de centrifugation d’urine, de pus d’otite, 
ou de tout produit souillé par des germes Gram-négatifs pathogénes 
pour le cobaye. Elle présente dans ces cas des avantages trés nets. 
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ACTION DES AGENTS TENSIOACTIFS 
SUR LE BACILLE DE KOCH : LE TWEEN 80 


par D. LUZZATI (*). 


(Laboratoire de Physico-Chimie 
de la Faculté de Médecine de Paris.) 


L’utilisation du milieu de Dubos pour la culture du B.K. s’est 
amplement répandue au cours de ces derniéres années. Ce milieu 
présente en effet de nombreux avantages sur les milieux liquides 
usuels. Entre autres, il permet une culture diffuse en profondeur, 
sans formation de voile ni d’amas ; on peut ainsi obtenir des inoculats 
uniformes, faire des numérations ou suivre la croissance du B. K. en 
employant les techniques utilisées pour les autres bactéries. En outre, 
la croissance du B.K. est plus rapide sur le milieu de Dubos que 
sur les milieux liquides courants [4, 2]. Rappelons que la caracté- 
ristique principale de ce milieu, par rapport aux milieux liquides 
usuels, est la présence de Tween 80 (0,06 p. 100) ct de sérum albumine 
cristallisée (0,35 p. 100). 

Ayant étudié précédemment [3] |’action dispersante du Tween, nous 
nous sommes attaché, au cours du présent travail, a préciser l’influence 
du Tween sur la croissance du B. K. 

Nous nous sommes servi de la technique employée au cours d’un 
travail antérieur [4]. Nous avons utilisé la souche aviaire 923 (lisse) 
de l'Institut Pasteur, les cultures étant continuellement agitées a 
l’étuve A 87°, ce qui permet d’obtenir une culture diffuse, donc une 


(*) Travail effectué avec l’aide de ]’Institut National d’Hygiéne. 
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comparaison valable des courbes de croissance en milieu avec et sans 
Tween 80 (1). Nous avons utilisé le milieu de base suivant : 


AS POTATO ico nism ce Wee ae acye ee Meer aye AE ar Re Ce” Roar 4g 
Acide CliTig“he. st. o -auer Stems sateen chek Reine ae 
SO; eye TH Ove comase cre Cee ais dee CR Pe eae 0,5 g 
POFHGK eS Gs ce RS! eens) em SOIR ANOE Gael eR ts 0,5 g 
Citrate devier aminoniacalls, > cs cage aueieent) aia — 0,05 g 
Hawidistiiiceweeen «8 ales 2. ue ne ge oe Seta ete ae UO Re 


On répartit 10 cm? de ce milieu dans des erlenmeyers de 50 cm%, puis 
on ajoute la quantité voulue d’une solution de glycérine a 50 p. 100 ou 
de Tween a 5 p. 100, et lon compléte 4 20 cm avec de leau distillée, 
de facon & avoir une concentration en sels et en source d’azote identique 
4 celle du milieu de Sauton. On ensemence avec une dilution (dans le 
milieu de base) de 1/50 A 1/100 de bactéries cultivées sur milieu de 
Sauton, en fin de phase logarithmique, de facon a obienir une concen- 
tration bactérienne finale de 1 A 2 x 10 bactéries par centimétre cube. 


Nous avons pu constater que l’adjonction de Tween 80 au milieu de 
Sauton (c’est-’-dire au milieu de base contenant 5 p. 100 de glycérine) 
augmente la vitesse de croissance de la culture (fig. 1). Les temps de 
division sont de vingt-deux heures sur Sauton seul et de quatorze 
heures sur Sauton additionné de 1 p. 100 de Tween 80. Schaeffer avait 
d’ailleurs déjA montré que la vitesse de croissance et le rendement de 
souches bovines disgoniques et de souches aviaires augmentaient en 
fonction de la quantité de Tween ajouté au milieu de culture, conte- 
nant par ailleurs du glucose [6]. 

D’autre part, nous avons constaté que le B. K. est susceptible d’uti- 
liser le Tween comme seule source de carbone (fig. 2). Il s’agit d’ailleurs 
d’une excellente source de carbone pour cette bactérie, meilleure méme 
que la glycérine, du moins dans le cas de la souche que nous avons 
utilisée (fig. 3). Les temps de division sont respectivement de : 


Miltennde base wiweenr 80) tap dO). ee a a ee ee 49 heures. 
Milteunde basexriween 807 0;opret00! one eens cen ee ee 49° — 
Milieutidetbasert Dweents 07020 ip NOOR : Feet re, FF eee Gee 24 — 
Milieusde base =-ailkween! 80;n0aps 100) < yas oe. Se ae ae 299 = 
Milieu de basext- Tweenns0.$ 0,05 t0- 100k paeneemeacssame aecl.mel one 39 — 
Miliew devbase:-F.Tween,80,.. 0,02 AO0r. iahcn Whee eeeerncd an wee 64 — 
Milieu de base + Tween 80, 0,01 p. 400. ....... 

Miliew de base + glycérine, 5 p. 400. ...........56.8046 22 heures. 
Miliew" de base == slycerine, 2p. 1005 @ | ue ee oe 
Milieude=base=—elycorines< pad00rs 2 0st) a seen co Ose 
Milieurde. base -.elycérines0;5\p.d00) hee . eee ene 430 — 
Milieursdevhase.-elyeérine 0:2: 0 a4i000 ik tee eee a 50 — 
Milieu de base + glycérine, 0,1 p. 100 ae fe. Plats oe 62 — 
Milieu de base + glycérine, 5 p. 100 + Tween 80, 1 p. 100... .. 4 — 


L’examen des courbes de croissance (fig. 1) du B. K. sur Saufon seul 
(milieu de base contenant comme seule source de carbone 5 p. 100 


(1) Les cultures sur milieu au Tween sont également agitées. Les torsades 
qui se forment dans ces conditions [3] sont dispersées en pipettant a 
plusieurs reprises avant de faire le prélévement. 
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Fie. 1. — Courbes de croissance du B. K. (souche aviaire 923) sur : e, Sauton 
+ Tween 80 (1 p. 100); x, Sauton seul. 


AG 
05% 
9 02% 
é Q1% 
005% 
7 
6 002% 
5 
4 
901% 
Jours 
lee. SE Ge 5 BO, Ee) 
Fic. 2. — Courbes de croissance du B.K. (souche aviaire 923) sur milieu de 


base contenant du Tween 80 comme seule source de carbone. 
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de glycérine) et sur Sauton-Tween (sources de carbone : glycérine, 
5 p. 100 + Tween 80, 1 p. 100) montre qu’il n’y a pas de diauxie [7]. 
Les bactéries utilisent donc simultanément, et vraisemblablement au 
moyen de systémes enzymatiques différents, ces deux sources de 
carbone : c’est ce qu’avait déja montré Monod pour E. coli et B. subtilis 
croissant sur certains mélanges de sucres. 

Il nous semble donc que l’on peut expliquer la plus grande vitesse 
de croissance du B. K. sur les milieux au Tween par la seule utilisation 
de cette substance comme source de carbone (et éventuellement de la 
sérum-albumine que contiennent ces milieux [5]), sans faire intervenir 


15} Taux de 
division 
Tween 
; : 
glycerine 
05 
eee 
g) 10 15 mgfem3 
Fic. 3. — Taux de division 


en fonction de la concentration de la source de carbone. 


une modification de la perméabilité des bactéries par adsorption de 
Vagent tensioactif. Il est d’ailleurs possible qu’une plus grande vitesse 
de croissance, c’est-d-dire une modification du rythme ou du type des 
réaclions métaboliques, permette d’expliquer les variations en plus ou 
en moins de la sensibilité du B. K. & de nombreuses substances anti- 
bactériennes [8], les différences de réactions enzymatiques [9] ou de 
la pathogénicité du B. K. cultivé sur des milieux avec ou sans Tween. 
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LA FICHE RETICULO-ENDOTHELIALE. 
V. QUELQUES REMARQUES TECHNIQUES 
ET LES PARAMETRES DU SERUM NORMAL 


par G. SANDOR et M": Y. LE BOT. 


(Unstitut Pasteur. Service de Chimie Physique.) 


Dans une communication antérieure [1] nous avons donné quelques 
indications préliminaires concernant les paramétres du sérum humain 
normal définis par la méthode néphélométrique d’Adner [2] et de 
Vargues [3], mais nous avons dit que, basées sur un nombre d’obser- 
vations insuffisant, ces données pourraient étre encore modifiées. Etant 
donné l’importance que présente pour le clinicien la définition des 
limites des variations physiologiques, nous nous sommes efforcés 
depuis d’établir celles-ci sur des bases sires. Les paramétres que nous 
indiquons ci-dessous ont été obtenus par |’étude de 16 sérums normaux 
et confirmés indirectement par une centaine de sérums pathologiques, 
dont les déplacements par rapport a la normale ainsi définie ont été 
parfaitement rationnels du point de vue physio-pathologique. 

Dans la figure ci-jointe nous reproduisons sur la _ surface 
‘Eu./Eu. totales).100 = F(pH), la bandelette dans laquelle tombent 
les données concernant les 16 sérums normaux. Un peu a Vintérieur 
de cette bandelette nous en avons tracé intuitivement en traits pleins 
une autre, qui n’a été dépassée que trés partiellement par lun quel- 
conque des sérums normaux pris individuellement. Nous pouvons 
admettre que cette derni¢re représente, aux erreurs expérimentales 
pres, les limites réelles des variations physiologiques qui se lisent sur 
la figure comme suit : 


[oss ae 7 6, 
0 


8 6,6 6,2 6 5,8 
Eu/Eu totales p. 100 . . 43-49 20-45 30-7 


0 67-92 85-97 97-100 


(c’est-a-dire qu’a pH 7 précipitent au moins 13 et au maximum 
19 p. 100 des euglobulines totales et ainsi de suite). 

Les maxima des lectures néphélométriques ont varié entre 26 et 33 
pour les 16 sérums normaux (1). Ces variations sont relativement trés 


(1) Rappelons que les lectures sont faites dans le comparateur photo- 
électrique de Bonét-Maury & 430 millimicrons [A]. 
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restreintes. On pourrait donc bien tracer, comme le font Adner [2] et 
Vargues [3], la référence : sérum normal, avec les valeurs directes des 
lectures néphélométriques. Cependant, nous conseillons la représen- 
tation proportionnelle. Tout d’abord, celle-ci seule indique clairement 
la donnée physio-pathologique fondamentale qui découle des déplace- 
ments par rapport a la normale vers la région acide ou vers la région 
alcaline [4]. D’autre part, les valeurs des lectures néphélométriques 
varient d’un instant a l’autre aprés 1’établissement des mélanges. Si 


f 7, Eu totales 


Lecture néphélométrique (pH 5,6) 
40 53 


25 
(p57) 


7 6 5 


A, représentation proportionnelle. 146 sérums normaux; 
B, lectures néphélométriques directes : sérums normaux. 


les modifications avec le temps sont relativements faibles pour le sérum 
normal, pour certains sérums pathologiques elles peuvent étre trés 
intenses. Par contre, les données évoluent A peu prés proportionnel- 
lement pour les différents mélanges et, par conséquent, les variations 
ne se répercutent que trés peu dans l’expression proportionnelle. On 
indiquera & cété du diagramme ainsi défini, la valeur de la lecttire 
néphélométrique maximum. 

Quant 4 la technique employée, les volumes d’acide indiqués dans 
notre publication antérieure ne sont pas toujours suffisants. Nous 
ulilisons actuellement les volumes suivants, avec lesquels nous avons 
obtenu déji, pour plus de 100 sérums, des résultats convenables : 
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NUWERO DE LA FIOLE 


HCl N/80 (ml) . 


BIBLIOGRAPHIE 


[4] Sanpor et Mle Le Bor. Ces Annales, 1953, 84, 392. 

[2] Avner. Acta Societatis Medicorum Upsaliensis, 1952, 56, 241. 
[3] Varcues. Algérie médicale, 1952, 99. 

[4] Sanpor et Wem.-Face. Ces Annales, 1950, 79, 130. 


Les communications suivantes parailtront en Mémoire dans _ les 
Annales de lInstitut Pasteur : 


x 


Isolement d’un virus encéphalomyélitique a Brazzaville. 
Il. — Etude immunologique par les tests de séro-neutrali- 
sation croisée. III]. — Etude immunologique par les épreuves 
de fixation croisée du complément. IV. — Culture sur ceuf 
embryonné et conclusions, par A. PELnissiER. 


Du comportement des cobayes tuberculeux traités par l) INH 
a l’égard de la sensibilisation tuberculinique et de la surin- 
fection, par P. Gastinet, R. Gatztann et J. Matuuer. 


Fiche réticulo-endothéliale. IV. — Relation entre la fiche 
réticulo-endothéliale et l’électrophorése. Le fondement d’un 
diagnostic humoral objectif, par G. Sanpor, Lacrue et M"*s J. Lr 
Bor et J. SABETAY. 


Les hémagglutinogénes et les hémaggiutinines des sangs de 
vipéres. I. — Vipera aspis, par A. Eyquem et J. Fine. 


Sur la résistance 4 la peste de certaines espéces de rongeurs 


sauvages. I. — Faits observés dans la nature, par M. Batra- 
zARD, B. SeypraN, C. Morini, M. BaamManyar et R. PouRNAKT. 
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LIVRES REGUS 


G. E. W. Wolstenholme. — Ciba Foundation. Colloquia on Endocri- 
nology. Vol. V. Bioassay of anterior pituitary and adrenocortical 
hormones. 1 vol., 228 p., J. et A. Churchill édit., Londres, 1953. 
Prix; 25 sh. 


Comme les quatre précédents, ce volume contient les communications 
présentées & ce Colloque par différents auteurs, accompagnées des 
discussions qui les ont suivies. Il se divise en six partie. I. Principes 
eanéraux (conditions du dosage biologique des hormones endocri- 
niennes en général). IJ. L’hormone thyréotrope (dosage sur le rat et 
sur le poulet au moyen du *°?P et du 1°11). III. Gonadotrophines et 
prolactine (action des gonadotrophines sur le rat hypophysectomisé ; 
chromatographie ; usage clinique ; dosage de la prolactine sur le poulet 
et dans l’urine). IV. Hormone de croissance. V. Hormone adrénocortico- 
trope (dosage de 17ACTH sans hypophysectomie ; mesure de l’activité 
de ACTH dans le plasma). VI. Hormones adrénocorticales (les divers 
indices de l’activité adrénocorticale ; action des stéroides sur le travail 
musculaire ; dosage comparé des stéroides de la corticosurrénale ; 
dosage des gluco-corticoides ; chromatographie). Comme les précédents 
volumes également, l’ouvrage est complété par une table analytique, 
chaquie article comportant sa biblicgraphie. 

Ee 


Metabolism and function in nervous tissue. Biochemical Society 
Symposia n° 8 1 vol., 102 p., Cambridge University Press, 
Londres, 1952. Prix : 12 sh. 6 d. 


Communications présentées au Symposium de la _ Société de 
Biochimie, organisé par la London School of Hygiene and Tropical 
Medicine, le 10 novembre 1951. Le volume comprend les articles 
suivants, chacun d’eux complété par sa bibliographie : Le métabolisme 
des glucides dans le systéme nerveux, par R. V. Coxon. L’acide gluta- 
mique et ses rapports avec le systéme nerveux, par H, Weil-Malherbe. 
Phosphates et nucléotides du systeme nerveux central, par H. Mcllwain. 
Les lipides du S.N.C., par G. H. Sloane-Stanley. Métabolisme du 
cerveau et fonction cérébrale, par D. Richter. Les aspects biochimiques 
du transport des ions, par R. E. Davies et H. A. Krebs. L’emploi des 
isolopes dans l’étude du métabolisme du systéme nerveux, par R. M. C. 
Dawson. 


Hae 
H. Barcroft et H. J. C. Swan. — Sympathetic control of human blood 
vessels. 1 vol., 165 p. Edward Arnold édit., Londres, 1953. Prix : 


18 sh. 


Ce livre, premier volume de la série des Monographies de la Physio- 
logical Society, étudie d’abord l’action des nerfs vaso-constricteurs et 
vaso-dilatateurs sur les muscles, et également l’action des hormones 
(adrénaline, noradrénaline) qui jouent un réle dans la circulation 
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sanguine des muscles et de la peau, ou dans la circulation générale. 

D’autres chapitres sont consacrés aux agents bloquant l’action des 

hormones, aux tumeurs de la partie médullaire de la surrénale et aux 

techniques de pléthysmographie. Il comprend une table analytique 

asséz compléte, qui permet de se reporter facilement au sujet étudié. 
Bl, Ie 


C. H. Stuart-Harris. — Influenza and other virus infections of the 
respiratory tract. 1 vol., 235 p., 98 fig., Edward Arnold édit., 
Londres, 1953. Prix : 30 sh. 


Aprés un premier chapitre traitant de la classification des virus des 
voies respiratoires, cing autres sont consacrés a la grippe et envisagent 
tous ses aspects cliniques et épidémiologiques : tableau clinique, 
complications, histologie pathologique, etc. Les techniques de labo- 
ratoire (culture du virus sur l’ceuf, réactions sérologiques, recherche 
des anticorps) font l’objet du chapitre suivant. Les huit derniers 
étudient les diverses autres maladies de l’appareil pulmonaire : pneu- 
monie atypique, psittacose, ornithose, fiévre Q, rhtime banal, leur 
prophylaxie et leur traitement, ainsi que la vaccination contre la 
grippe. 

lalaed ly 


Actualités pharmacologiques, publiées sous la direction de R. Hazard. 
5° série. 1 vol. 272 p., 47 fig., 51 tableaux. Masson et Ci édit., 
Paris, 1952. Prix : 2.000 francs. 


Depuis 1949, sous l’égide de la Chaire de Pharmacologie de la Faculté 
de Médecine de Paris, des pharmacologistes, des physiologistes, des 
chimistes, francais ou étrangers de langue ou d’affinité frangaise, 
viennent chaque année exposer en une série de conférences les sujets 
dans lesquels ils sont spécialisés. Ils en font l’historique et présentent 
en méme temps les références bibliographiques et l’interprétation 
générale. Ces conférences sont ensuite éditées sous la direction du 
professeur Hazard. Le présent volume en constitue la cinquiéme série. 
fl contient les articles suivants : Acquisitions récenles concernant les 
anthelminthiques et leur étude pharmacodynamique, par R. Cavier , 
Formes d’élimination urinaire des hormones cortico-surrénaliennes, 
par J. Cheymol et Robert-Henry ; Mécanisme d’action des médicaments 
diurétiques, par J. M. de Corral; .Le réle des chimiorécepteurs en 
pharmacologie et en physiologieé, par C. Heymans ; Relations entre la 
structure des molécules et leur activité spasmolylique, par J. Levy et 
B. Tchoubar ; Orientation pharmacologique des recherches modernes 
sur le diabéte sucré, par A. Loubatiéres ; Tendances actuelles des 
recherches de la chimiothérapie des états cancéreux, par R. Truhaut. 
Une importante bibliographie accompagne chacun de ces articles. 

lily AR, 


C. H. Gray. — The bile pigments. 1 vol., 142 p. Methuen and Co? édit., 
Londres 1953. Prix : 9 sh. 6 d. 


Ce petit livre représente le troisitme volume d’une nouvelle séric 
de monographies (semblable & la série déjé publiée par le méme 
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éditeur sur des questions de physique). Il ne prétend pas remplacer 
les ouvrages beaucoup plus importants qui ont été déja consacrés a 
la question des pigments biliaires par des auteurs compétents, mais 
c’est une mise au point trés récente de la question. Il traite surtout 
des pigments biliaires chez l’homme et s’adresse, par conséquent, aux 
anatomo-pathologistes, aux biochimistes, aux physiologistes et aux 
cliniciens. En appendice sont traitées les techniques de la préparation 
des pigments biliaires et leur dosage qualitatif et quantitatif dams 
lurine. 
HgTe 


Deuxiéme rapport du Comité d’experts pour la Formation professionnelle 
et technique du Personnel médical et auxiliaire. — Organisation 
Mondiale de la Santé : Série de Rapports techniques, N° 69, 27 p. 
Prix 2B?) fez 65 = Rrizst) 0;808) 1eshtGid adellee20" 


Selon les vues exprimées dans ce rapport, l’enseignement médical 
devrait. viser avant tout & donner aux étudiants une formation de 
base qui leur permette ensuite de poursuivre leur formation dans 
diverses branches de la médecine, dont la médecine générale est la plus 
importante. Les études médicales, préparées elles-mémes par l’ensei- 
enement des humanités, des sciences biologiques et des sciences du 
comportement, devraient avoir pour objet 1 homme dans son intégralité, 
soumis A Vinfluence du milieu physique et des conditions psycho- 
logiques, familiales et sociales dans lesquelles il évolue. I] est émi- 
nemment souhaitable que |’étudiant soit mis en contact dés le début 
de ses études avec les patients considérés non seulement comme des 
cas cliniques, mais dans l’ensemble de leurs conditions de vie. Une 
large place devrait donc étre faite, dés le début des études, A la médecine 
préventive et a la médecine sociale. L’application pratique de ces 
principes, leurs répercussions sur l’organisation des études sont envi- 
sagées dans le rapport, ainsi que les divers éléments dont dépend leur 
succes : la préparation et la sélection des étudiants, le réle et la quali- 
fication du personnel enseignant, les normes de l’enseignement, la colla- 
boration entre les pays des diverses parties du monde. 


Tile “lL 


AVIS 


Les V°S JouRNEES DE PATHOLOGIE COMPAREE DE LANGUE FRANGAISE se 
tiendront A Strasbourg, les 2, 3 et 4 octobre 1953. Pour tous rensei- 


gnements, s’adresser au Secrétariat Général, 7, rue Gustave-Nadaud, 
Paris-16°. 


Le Gérant : G. MASsson. 
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